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Uber ein neues bei der akuten Porphyrie regelmabig 
vorkommendes Uroporphyrin. 


Von 


J. Waldenstrém, H. Fink und W. Hoerburger. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
und der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei, Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1935.) 


In einer friiheren Arbeit hat der eine von uns [W.})] im Harn 
von Kranken, die an akuter Porphyrie leiden, ein iitherunlésliches 
Porphyrin mit anderen Eigenschaften als die des Uroporphyrins 
gefunden. Aus Harnproben von sechs verschiedenen Fallen konnte 
nimlich bei stark essigsaurer Reaktion mit Essigester ein Por- 
phyrin extrahiert werden, dessen Spektralstreifen in Essigester im 
Vergleich zum Koproporphyrin deutlich nach Rot verschoben waren. 
Das Spektrum des Methylesters in Chloroform stimmte dagegen 
sehr gut mit den Zahlen, die Hans Fischer z. B. fiir Uropor- 
phyrin von Petry angegeben hat. Da dieses Porphyrin in der 
Literatur als vollkommen unlislich in Essigester bezeichnet wird, 
wurde daher angenommen, da8 ein neues Porphyrin der ,,Uro- 
gruppe“ vorliegen miiBte. 

Die Literatur enthilt nur spirliche Angaben tiber die Natur der bei 
der Porphyrie gefundenen Porphyrine. Zuerst wurde von Fischer?) bei 
dem Falle Petry das Uroporphyrin isoliert und niiher charakterisiert. Der 
Schmelzpunkt des Octamethylesters wurde dabei zu 293° bestimmt. In 
spiiteren Untersuchungen wurde in noch einem Falle von chronischer Por- 
phyrie von Fischer’) ein, mit dem Uroporphyrin Petry nach dem Schmelz- 
punkt zu beurteilen, nicht identisches Porphyrin gefunden. Spiiter hat 
Allott in zwei Fillen ein Porphyrin mit identischem Esterschmelzpunkt 


und denselben Léslichkeitsverhiltnissen wie Uroporphyrin ,,Petry“ isolieren 
kénnen*). In diesen 4 Fillen hat man im Kot reichliche Mengen eines 





1) Waldenstrém, Acta med. scand. (Stockh.) 83, 281 (1934). 

2) H. Fischer, Diese Z. 95, 39 (1915); Schumm, Diese Z. 98, 151 (1916). 

8) H. Fischer u. Zerweck, Diese Z. 137, 234 (1924). 

4) Garrod u. Mackay, Quart. J. Med. 19, 257 (1925/26); Ashby, 
Quart. J. Med. 19, 375 (1925/26). 
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iitherlislichen Porphyrins gefunden, dessen T'etramethylester bei 250 ° schmilzt. 
Durch Synthese ist es Fischer gelungen, die vier theoretisch denkbaren 
isomeren Koproporphyrine darzustellen und die Identitit des oben genannten 
Kotporphyrins mit dem vollkommen symmetrisch gebauten Koproporphyrin I 
zu beweisen. Durch Decarboxylierung ist es ihm auch méglich gewesen, 
aus dem Uroporphyrin Petry Koproporphyrin I darzustellen. Es hat sich 
weiter gezeigt, daB die Porphyrine aus Hiimin einer anderen Isomerenreihe 
zuzurechnen sind, zu der auch das Koproporphyrin III gehért. Dieses Por- 
phyrin ist tatsiichlich in den letzten Jahren im Menschen- und Tierkérper 
gefunden worden, z. B. bei der Bleivergiftung und in einigen Fallen von 
chronischer Porphyrie. Leider ist die Identifizierung bisher nur durch die 
Herstellung des krystallisierten Esters und durch Schmelzpunkt bzw. Mikro- 
analyse desselben méglich gewesen. Um die Natur der bei verschiedenen 
Krankheiten in vermehrter Menge ausgeschiedenen Porphyrine, nach diesen 
Methoden zu ermitteln, reichten aber die geringen Substanzmengen hiufig 
nicht aus. 

Das bei der sogenannten akuten idiopathischen Porphyrie im Harn in 
groBen Mengen ausgeschiedene Porphyrin ist bisher einfach als ,,Uropor- 
phyrin“ betrachtet worden. Nur in 3 Fiillen hat man es krystallisiert er- 
halten. Von Loeffler) wurde ein Porphyrin isoliert, dessen spektroskopische 
Eigenschaften mit dem Uroporphyrin Petry gut itibereinstimmen. Der 
Schmelzpunkt des Methylesters lag aber bei 262°. WeiB®) hat in einem 
Falle ein Porphyrin mit dem Schmelzp. 274° gefunden und Fischer und 
Duesberg’) eins mit Schmelzp. 269°. Von Ellinger‘) wurde weiter aus 
dem Harn einer Trionalporphyrie ein Porphyrin dargestellt mit einem Schmelz- 
punkt von 255—257°. WeiB®) hat in seinem Falle auch das Kotporphyrin 
isoliert und als Koproporphyrin I identifiziert, Duesberg hat mit seinem 
Uroporphyrin durch Decarboxylierung den Zusammenhang mit Kopropor- 
phyrin I gleichfalls zeigen kénnen. Daf die Porphyrine bei der akuten wie 
bei der chronischen Porphyrie gewoéhnlich der im Blutfarbstoff vorkommen- 
den sogenannten III-Reihe nicht angehdéren, schien also ziemlich gesichert. 
Mit Riicksicht auf die von anderen Beobachtern gefundenen niedrigen 
Schmelzpunkte und die anfangs erwiihnte gute Léslichkeit der itherunlés- 
lichen Porphyrine in Essigester, schien es von Interesse, die Natur der bei 
der akuten Porphyrie auftretenden Porphyrine niiher festzustellen. 


Ks ist auffillig, daB die Symptome bei der akuten Porphyrie 
so vollkommen verschieden von denen bei der chronischen sind. 
Im ersteren Falle paroxysmale, nur bei Erwachsenen auftretende 
Ausscheidung von Porphyrinen, gewéhnlich begleitet von schweren 
Darmkoliken und in vielen Fiillen auch von Lahmungen der quer- 
gestreiften Muskulatur und allgemeinen Zeichen von schweren 
cerebralen Stérungen, aber ohne eine Spur von Lichtempfindlich- 
keit. Bei der chronischen Form hingegen wird das Krankheitsbild 


5) Loeffler, Biochem. Z. 98, 105 (1919). 

6) Weib, Dtsch. Arch. klin. Med. 149, 268 (1925). 

7) Fischer u. Duesberg, Arch. f. exper. Path. 166, 95 (1932). 
8) Ellinger u. Riesser, Diese Z. 98, 1 (1916). 
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vollkommen von diesem letzteren Symptom beherrscht. Hier kann 
die Krankheit schon in sehr friihem Alter auftreten und ist auch 
bei mehreren Mitgliedern einer Familie gefunden worden. Das 
endogene Moment scheint also hier von ausschlaggebender Be- 
deutung zu sein. Bei der akuten Porphyrie wissen wir sehr genau, 
daB exogene Hinfliisse wie z. B. Sulphonal ursichlich eine grobe 
Rolle spielen kénnen. Es wire daher wohl verstindlich, wenn 
auch chemische Unterschiede zwischen den beiden Krankheiten 
sich nachweisen lieBen. Es wird wohl iiberhaupt die Zukunft zeigen, 
daB die Porphyrie nicht nur eine Stérung des Porphyrinstoft- 
wechsels bedeutet, sondern daf dabei der Chemismus einer ganzen 
Reihe von Stoffen verindert ist [iiber das Auftreten von ver- 
schiedenen mit dem Ehrlichschen Aldehyd reagierenden Sub- 
stanzen vgl.})|, Von Fischer und Zerweck®*) wurde bei Petry 
die Ausscheidung von Kreatinin, Phenolen, Purinbasenfraktionen 
bestimmt und keine krankhafte Verinderung gefunden. 

Fiir die nihere Charakterisierung der bei der akuten Por- 
phyrie auftretenden Porphyrine schien neben der Bestimmung der 
Esterschmelzpunkte, der Léslichkeitsverhiltnisse und der Fest- 
stellung der Krystallform auch die Untersuchung der p,,-Fluo- 
rescenzkurve nach Fink und Hoerburger’) besonders geeignet. 
Die genannten Autoren haben bei der tierischen ,,Ochronose“ das 
in den Knochen vorkommende Porphyrin isoliert und in bezug 
auf Esterschmelzpunkt, Elementarzusammensetzung und Form der 
Py luorescenzkurve seine restlose Identitat mit dem Uroporphyrin 
Petry erwiesen. Auch wurde von ihnen vor kurzem das im nor- 
malen Harn vorkommende itherlisliche Porphyrin mit Hilfe der 
Fluorescenzkurve als Koproporphyrin I erkannt. 

Wie aus dem Versuchsteil hervorgeht, wurde vor der Messung 
der Versuch gemacht, die atherunléslichen Porphyrine in ver- 
schiedene Fraktionen aufzuteilen. So wurde eine Fraktion ge- 
wonnen, die sehr leicht in Essigester iibergeht. Die Ester dieser 
Porphyrine schmelzen bei ungefaihr 245—250° (unkorr.). Von 
diesem Porphyrin lieB sich ein Teil sehr leicht in methylalko- 
holische Lésung bringen. Sie wurde getrennt verestert, lieB sich 
aber leider nicht zur Krystallisation bringen. Die Fraktionen, die 
sich nicht so leicht in Essigester bringen lieBen, wurden auch 
verestert. Die Schmelzpunkte lagen hier bei 258° (unkorr.). 


*) Fischer u. Hoerburger, Diese Z. 202, 8 (1931); 218, 181 (1933); 
220, 123 (1933); 226, 49 (1934); Naturw. 22, 292 (1934). 
‘> 
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In friiheren Fallen ist der niedrige Schmelzpunkt von einigen 
Autoren auf schwer abtrennbare Beimengungen zuriickgefiihrt 
worden. Wir haben daher die Ester in einigen Fillen verseift, dann 
das Porphyrin wieder verestert und die Schmelzpunkte bestimmt. 
Sie waren dadurch nur sehr wenig gestiegen. 

Denkbar wiire ja auch, daB eine etwaige Beimischung von 
Koproporphyrin eine verinderte Léslichkeit bedingen kénnte. Es 
wurde daher untersucht, ob sich das Koproporphyrin aus einer 
Mischung von bekannten Mengen Uroporphyrin und Koproporphyrin 
mit Ather quantitativ entfernen lift. Dies gelang ohne Schwierigkeit. 

Nicht nur in Essigester und Methylalkohol erwies sich das 
neue Porphyrin als verhiiltnismibig leichtléslich. Im absoluten 
Gegensatz zum Uroporphyrin Petry lést es sich sehr leicht in 
Kisessig und ist sogar in Essigsiure niederer Konzentrationen gut 
léslich. Eine Lésung in schwacher Essigsiiure kann z. B. tagelang 
stehen ohne auszutlocken — beim Uroporphyrin Petry dagegen 
tritt fast momentane Ausflockung ein. 

Bevor die p,,-Fluorescenzkurven der Porphyrine aufgestellt 
wurden, muBten die Substanzen sorgfiiltigst gereinigt werden. Es 
wurde dabei dasselbe Verfahren angewendet, das schon die einen 
von uns (F. u. H.) bei friiheren Untersuchungen ®*) zum Ziele fihrte, 
und zwar die wiederholte Fallung des Farbstoffes aus Chloroform- 
lésung mit peroxydfreiem Ather und das Waschen der Fiillung 
mit demselben Lésungsmittel. Durch hiiufige Wiederholung dieser 
Operation konnten die begleitenden braunen Kérper schlieBlich 
volistiindig entfernt werden. Die Operationen wurden in kleinsten 
Reagenzglischen vorgenommen und die Mutterlaugen nach dem 
Zentrifugieren mit Capillarhebern abgehebert. Erst am SchluB 
wurde aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. Krystallform 
und Schmelzpunkt sind im Versuchsteil angegeben. 

Die p,,-Fluorescenzkurven wurden nach dem Vorgehen von 
zweien von uns (EF. u. H.) aufgestellt. 

Wie aus den Kurvenbildern hervorgeht, sind die Kurven unserer 
Harnporphyrine untereinander kongruent, stimmen aber nicht iiber- 
ein mit den Kurven aus Petryharn und der damit identischen 
Kurve des bei einem Fall von tierischer Ochronose aus Knochen 
isolierten Uroporphyrins andererseits. Die Kurven sind einander 
aber dem allgemeinen Typus nach sehr ahnlich. Deutliche Unter- 
schiede finden sich hauptsiichlich in der Lage des Punktes mit 
geringster Lichtintensitiét. Fiir das Uroporphyrin aus Petryharn 
und das Porphyrin aus dem Ochronosefall liegt das Fluorescenz- 
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minimum (FuBpunkt der Kurve) zwischen p,, 2,9—3,0, bei den 
hier untersuchten neuen MHarnporphyrinen dagegen zwischen 
P,; 3,1—3,2. Weiterhin ist bei den letztgenannten Porphyrinen 
die Intensitiit der Lichtemission im I. P. wesentlich gréBer (Fub- 
punkt héher im Koordinatensystem) als bei den ersteren. Der 
Anstieg der beiden Kurveniste bei den neuen Harnporphyrinen 
ist steiler als bei Uroporphyrin Petry, wodurch die Kurve ein 
etwas spitzeres Aussehen gewinnt. Die Héhe der Kurveniste ist 
bei beiden Substanzgruppen ungefahr dieselbe. 

Wir fiihrten diese Diskrepanz anfainglich, und zwar bevor 
wir die Messung am reinen Vergleichsporphyrin durchgefiihrt 
hatten, auf Verunreinigung der Substanzen zuriick; zumal der 
Schmelzpunkt von etwa 245—260° ja um mehr als 30° unter 
dem Schmelzpunkt des Uroporphyrins lag und damit auch seiner- 
seits den Verdacht von unreiner Analysensubstanz bekriftigte. In 
diesem Fall erwies sich als besonders vorteilhaft, daB bei der 
Identifizierung der Porphyrine nach der Methode Fink-Hoer- 
burger die Riickgewinnung des Materials annaihernd qualitativ 
méglich ist. Aber auch die wiederholte Verseifung und Veresterung 
mit den damit verkniipften Reinigungsmethoden und die wieder- 
holte Umkrystallisierung inderte weder den Verlauf der Kurve 
noch den Schmelzpunkt. 

Weiterhin untersuchten wir in diesem Zusammenhang ein 
Gemisch von Uroporphyrin und Koproporphyrin im Mischungs- 
verhaltnis 9:1. Die p,,-Fluorescenzkurve dieser Zusammenstellung 
ist grundverschieden von den Kurven der Harnporphyrine. Da aus 
diesem Gemisch das Koproporphyrin quantitativ mit Hisessig— 
Ather abgetrennt werden kann, liegt ein ihnliches Gemisch 
kaum vor. 

Bereits oben haben wir die in der Literatur angefiihrten 
Uroporphyrinbefunde in pathologischen Harnen besprochen, bei 
denen die Abweichungen vom Schmelzpunkt des Uroporphyrins aus 
Petryharn festgestellt wurden. Neben der Essigester- und Hisessig- 
léslichkeit der hier besprochenen Porphyrine — im Gegensatz zu 
Uroporphyrin Petry — ist das Verhalten dieser Porphyrine in 
verdiinnt essigsaurer Liésung neu und deswegen hier im Zusammen- 
hang nochmals zu betonen. Wahrend Uroporphyrin Petry aus 
einer derartigen Lésung sofort und quantitativ ausflockt, konnte 
bei den neuen Harnporphyrinen eine nur langsame und zum Teil 
auch nach 14 tiagigem Stehen noch nicht quantitative Ausfillung 
beobachtet werden. Um verunreinigende Begleitsubstanzen, wenn 
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auch nur in geringster Menge, die sowohl Léslichkeit wie Schmelz- 
punkt und Fluorescenz beeinfiussen, diirfte es sich unserer Meinung 
nach nicht handeln; zumal die Porphyrine aus den verschiedensten 
Materialien, wie Knochen einerseits und Harnen verschiedener 
Herkunft andererseits dargestellt wurden. 

Bei einer Zusammenfassung aller dieser Beobachtungen er- 
dfinet sich also die Frage, ob wir es in allen Fallen mit ein und 
demselben Uroporphyrin zu tun haben oder ob nicht verschiedene 
Farbstoffe vorliegen. Die Uroporphyrine, soweit sie hier im Zu- 
sammenhang besprochen wurden: 














Aus Bei dicaten Ponape 

Petryharn | versch. Fraktionen 
Schmelzpunkt — oe Ae kee 293° 238—258° 
Léslichkeit in Essigester 7 ee - ~~ + 
In Eisessig . . we oe + + 
In verdiinnter Essigsiure ioe i ee — + 
Spektroskopisch. . . identisch 
Punkt mit geringster Lichtemission bei _ 2,9—3,0 | 3,1—3,2 


Die Absorptionsspektren liefern bei den Porphyrinen keinerlei 
Handhabe zur genauen Unterscheidung der isomeren Farbstoffe. 
Die Gleichheit der spektroskopischen Daten kann also aufer acht 
gelassen werden. Von den Harnporphyrinen, die von einem von 
uns (W.) aus dem Harn von an akuter Porphyrie erkrankten 
Personen isoliert wurden, konnten bis jetzt noch keine so groBen 
Mengen dargestellt werden, daB damit Abbau bzw. auch nur De- 
carboxylierung durchgefiihrt werden konnte. 

Alle anderen Eigenschaften, insbesondere die p,,-Fluorescenz- 
kurven, sprechen, wie aus obiger Zusammenstellung zu ersehen 
ist, dafiir, daB in den neuen Harnporphyrinen ein vom Porphyrin 
aus Petryharn verschiedenes isomeres Uroporphyrin vorliegt. 


Versuehsteil. 


Aus dem Harne des FallesIV der friiher publizierten Kasuistik 
wurde das Porphyrin mit Eisessig gefillt, durch mehrmaliges Umfillen 
weiter gereinigt und mit methylalkoholischer Salzsiure versetzt. Diese noch 
unreine Esterfraktion wird wieder verseift, die Porphyrinlésung salzsauer 
gemacht und mit Acetat sehr vorsichtig so weit abgestumpft, bis Kongo- 
papier graublau gefiirbt wird. Danach geht eine groBe Menge des Por- 
phyrins in Essigester. Durch wiederholte Ausschiittelung bei derselben 
Reaktion lieBen sich noch weitere Mengen in den Essigester treiben. Die 
vereinigten Essigesterlésungen wurden mit Wasser gewaschen. Der Essig- 
ester wurde erschépfend mit HCl extrahiert, diese mit Acetat abgestumpft, 
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wobei das Porphyrin ausflockt, die Flocken wurden verestert, der Ester in 
CHCl, aufgenommen, die Chloroformlésung eingeengt und mit etwa der 
doppelten Menge Ather versetzt. Der Porphyrinester flockt dabei aus und 
wird abzentrifugiert, die Mutterlauge abgehebert, die feste Substanz wieder 
in CHCl, gelést und mit heiBem Methylalkohol wie gewohnlich mehrmals 
umkrystallisiert. Der Ester wird dabei in nadelf6rmigen Krystallen er- 
halten, die bei 243° schmelzen. 

Das Spektrum zeigt in CHCl, folgende Absorption 630,4—623,8; 602; 
587,5—567,5; 561,5—553; 543,5—527,5; 518—486. Dabei fillt auf, daB die 
Bande 561,5—553 dem Spektrum eines Uroporphyrins nicht gehért, sondern 
offenbar von Verunreinigungen mit einem Komplexsalz verursacht wird. 
Die zuerst ausgemessene p,-Fluorescenzkurve hat auch keine zuverliissigen 
Werte gegeben. Der Ester wurde daher nochmals verseift, verestert, das 
hierbei nicht geléste Komplexsalz abfiltriert, die Chloroformlésung sehr 
genau mit Wasser und verdiinntem Ammoniak gewaschen und der Ester 
mehrmals umkrystallisiert. Der Porphyrinester krystallisiert in sehr feinen 
Nadeln, der Schmelzpunkt liegt jetzt bei 245° (Fig. 1). 











Der im Essigester ungeléste Teil des Porphyrins wird getrennt ver- 
estert und in derselben Weise wie friiher beschrieben mehrmals umkry- 
stallisiert. Die Krystalle zeigen zu Biischeln vereinigte, feine Nadeln. 
Schmelzp. 258°. Das Spektrum des Esters deckt sich vollkommen mit dem 
von Fischer fiir Uroporphyrin angegebenen. 

Vom Falle IX der Kasuistik waren einige Rohfiallungen von Porphyrin 
aus mit Ather erschépfend extrahiertem Harn vorhanden. Das Porphyrin 
wurde wie friiher beschrieben verestert und in feinen Nadeln krystallisiert 
erhalten. Schmelzp. 258°. Die Ausbeute war leider sehr gering. Eine 
Fluorescenzkurve konnte doch ausgemessen werden, die auch deutlich ver- 
schieden vom Uroporphyrin Petry gefunden wurde, aber mit der des 
Disseldorfporphyrins gut iibereinstimmte (Fig. 2). Eine Aufteilung in eine 
essigesterlésliche und eine -unlésliche Fraktion wurde wegen der geringen 
Menge nicht versucht. 

Eine Porphyrinfraktion von demselben Falle, die mit Ather aus dem 
schwach essigsauren Harn extrahiert wurde, wurde auch verestert. Spek- 
troskopisch und nach Salzsiiurezahl Koproporphyrin. Leider wurde der 
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Ester nicht in geniigender Menge fiir eine Schmelzpunktsbestimmung er- 
halten. Nach der Krystallform und der geringen Krystallisationsfreudigkeit 
zu beurteilen, handelt es sich wahrscheinlich um ein Kopro III. 

Aus dem Harn wurde durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Essigester 
bei verhiltnismaBig stark essigsaurer Reaktion ein Porphyrin erhalten, das 
aber leider nach Veresterung nicht gut krystallisierte. Spektrum des Esters in 
Chloroform: 630,5—623,5; 602—599,5; 586—574—569; 548,5—528,5; 516,5 
bis 486,5. 

Ein Teil dieses essigesterléslichen Porphyrins ist auch sehr leicht lés- 
lich in Methylalkohol. Spektrum in CH,OH: 624,7—619,5; 583,5—568; 
544,5—530,7; 510,7—492. Die Menge war nicht geniigend fiir eine Kry- 
stallisation. 

Im Falle XI war leider der Porphyringehalt des Harns sehr gering. 
Nach wiederholtem Ausschiitteln mit Ather wurde der Harn mit Eisessig 
stirker angesiuert und erschépfend mit Essigester extrahiert. Der Essig- 
ester zeigt folgende Spektralstreifen (nach genauem Auswaschen mit Wasser, 
um Essigsiiure zu entfernen) 625,5—622; 580,5—566,5; 588—526; 509—487; 
Kopro I in Essigester 623,5—620; 581—565; 532,5—524; 504—485,4. Das 
Maximum des Rotstreifens liegt bei 625. Stellt man beim Vergleich mit 
Koproporphyrin auf das Maximum der Rotbande des essigesterléslichen 
Porphyrins ein, schneidet das Fadenkreuz den Beginn des ersten Kopro- 
streifens. Die Verschiebung macht ungefiihr 1,5 mu nach Rot aus. Bei 
den anderen Streifen wird ein analoges Verhalten beobachtet. 

Die Porphyrinmengen waren leider zu klein fiir Krystallisation. 

Uroporphyrin Petry wird auf Léslichkeit in Essigester gepriift. Dabei 
zeigt sich, daB nicht eine Spur des Porphyrins in den Essigester bei den 
verschiedensten py itibergeht. Eine erneute Messung der Fluorescenzkurve 
bei genau derselben Konzentration wie die der Harnporphyrine ergibt 
wieder dieselbe Kurve wie friiher beim Petryporphyrin, also deutlich ver- 
schieden von denen der vorhergehenden Porphyrine. 

Methylester von Uroporphyrin Petry und Koproporphyrin I, das syn- 
thetisch gewonnen war, wurden im Verhiiltnis 9:1 gemischt um zu priifen, 
wie sie sich nachher trennen lassen und ob irgendwelche Anhaltspunkte 
fiir die Annahme einer festeren Molekiilverbindung vorliegen. Es zeigte 
sich dabei, daB sich das Koproporphyrin nach Verseifung durch Ather- 
extraktion quantitativ entfernen lieB. Die p;,-Fluorescenzkurve wurde auch 
ausgemessen. Sie zeigte keine Ahnlichkeit mit der Kurve des neuen Uro- 
porphyrins. 

Bei dieser Gelegenheit untersuchten wir auch ein analysenreines 
Pteria-Uroporphyrin, welches sich nach Léslichkeit usw. identisch mit dem 
Uroporphyrin Petry erwies, dagegen waren bei einem anderen Priparat, 
von dem eine Fluorescenzkurve ausgemessen wurde, deutliche Abweichungen 
zu beobachten. Eine nihere Untersuchung hieriiber ist im Gange und tiber 
die Befunde erfolgt demniichst Mitteilung. 

In noch einem weiteren Fall von Porphyrie (aus Diisseldorf) hatten 
wir Gelegenheit die Porphyrine in reiner Form darzustellen. Da sie in 
ihren Eigenschaften mit den friiher beschriebenen Porphyrinen gut iiber- 
einstimmten, wurde angenommen, daf es sich um eine akute Porphyrie 
handle, was auch bestitigt wurde. Es war in dem Harn wenig Kopro- 
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porphyrin vorhanden. Dagegen konnte aus dem Harn nach Entfernung 
des itherléslichen Porphyrins eine methylalkohollésliche, eine Essigester 
leicht lésliche und eine Essigester schwer lésliche Fraktion dargestellt werden. 
Die erste Fraktion konnte leider nicht zur Krystallisation gebraeht werden. 
Es wurde gezeigt, daB die Léslichkeit in Methylalkohol nicht auf einer 
Ksterifizierung beruht. Das Porphyrin ist nimlich unléslich in Chloroform. 

Die Fraktion aus Essigester wurde verestert und in feinen Nadeln 
erhalten. Schmelzpunkt des Methylesters 238°. Es fiel auf, daB das freie 
Porphyrin eine gute Léslichkeit in verdiinnter HCl und sogar in verdiinnter 
Kssigsiure zeigte. Es konnte durch vorsichtiges Ansiuern einer alkalischen 
Lésung mit Essigsiiure erst nach wochenlangem Stehen und auch dann 
nur partiell gefillt werden. Das Uroporphyrin Petry fillt aber unter diesen 
Bedingungen sofort aus (Fig. 3). 

Das in Essigester schwer lésliche Porphyrin krystallisierte als Methy]- 
ester in feinen Nadeln mit einem Schmelzpunkt von 258°. 


Spektrum des Esters in Chloroform: 
629,7—622,7; 599,9; 586,7—566,5; 544,0—526,7; 518,5—484. 


Herrn Prof. Dr. Hans Fischer sind wir fiir giitige Unterstiitzung 
dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 

Die Arbeit ist durch ein Rockefeller-Stipendium an einen von uns 
(Waldenstrém) erméglicht worden. 
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Isomerisation der Apocholsdure und der Dioxycholensdure. 
Von 


Kazumi Yamasaki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1935.) 


In einer friitheren Mitteilung') habe ich berichtet, daB sich 
die Apocholsaiure in Salzsiiure—Eisessiglésung bei Zimmertempe- 
ratur in eine isomere Siure, Isodioxycholensiiure, umwandelt, und 
daB diese Isomerisation vermutlich durch die Verschiebung der 
Doppelbindung der Apocholsiure von C,—C, nach C,—C,, be- 
dingt ist. Ein experimenteller Beweis fiir diese Annahme ist 
bisher nicht erbracht. 

Wenn die Umlagerung der Dioxycholensiure in die isomere 
Apocholsiure mit Salzsiiure méglich wire, so kénnte man zwanglos 
vermuten, daB aus der Dioxycholensiure die Apocholsiure zunichst 
gebildet und diese dann weiter in die Isodioxycholensiiure ver- 
wandelt wiirde. ‘Tatsichlich lagert sich die Dioxycholensiiure in 
Salzsiiure—Hisessiglésung bei Zimmertemperatur ziemlich glatt in 
Apocholsiiure um, wobei auch die Isodioxycholensiure gebildet zu 
werden scheint, was durch die charakteristische Brom-Reaktion 
(blaue Verfiirbung) der Siure wahrscheinlich gemacht wurde. Man 
kann daher vielleicht annehmen, dab die Dioxycholensiure zuerst 
in der Hammarstenschen und anderen derartigen Reaktionen 
[ZnCl,, SbCl,?)] unter Wasserentziehung aus der Cholsiure ge- 
bildet, dann in die Apocholsiure und weiter in die Isodioxy- 
cholensiiure umgelagert wird. Es ist méglich, daB die Umlagerung 
den durch die folgenden Formeln*) angedeuteten Weg nimmt: 


1) Diese Z. 220, 42 (1938). 
*) K. Yamasaki, J. of biol. Chem. 18, 511 (1933). 
*) Vgl. H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 212, 263 (1932). 
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Allerdings konnten wir auch bei der Behandlung von Apo- 
cholsiure mit Salzsiure Dioxycholensiure erhalten. — Die nihere 
Untersuchung der in ihrer Konstitution noch nicht gesicherten 
Apocholsiure und Isodioxycholensiure ist von Interesse in Hin- 
sicht auf die Umlagerungen des Cholesterins und des Ergosterins, 
die unter ihnlichen Bedingungen erfolgen. 


Beschreibung der Versuche. 


Einwirkung von Salzsaure auf Dioxycholensaure in Eisessig. 
1,3 g reiner Dioxycholensiuremethylester (freie Siure: Schmelzp. 255—256 °) 
wurden in 6 cem Eisessig gelést, mit konzentrierter Salzsiure (D: 1,2) ver- 
setzt und bei 20° unter LuftabschluB stehen gelassen. Das purpurn ge- 
fiirbte, triibe Reaktionsgemisch wurde nach 80 Minuten in kaltes Wasser 
eingegossen, die dabei abgeschiedene Masse abgenutscht und in 5°/,iger 
Kalilauge 1 Stunde lang der Hydrolyse unterworfen. 

Das Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert, abgenutscht 
und getrocknet. Die trockne Substanz (0,5 g) wurde in 10 cem warmem 
Essigester digeriert und der ungeléste Niederschlag abgenutscht. Anfiinglich 
zeigte diese Fraktion (0,1 g) die stark blaue Brom-Reaktion der Isodioxycholen- 
siiure, aber beim Umkrystallisieren aus Alkohol verschwand die Farbreaktion 
giinzlich. Es wurde keine Isodioxycholensiiure aufgefunden. Die in Essig- 
ester lésliche Fraktion wurde getrocknet und wieder in wenig von 
demselben Lésungsmittel zur Krystallisation gebracht. Die abgenutschten 
Krystalle (0,25 g) zeigten kaum Brom-Reaktion und schmolzen gegen 165°. 
Die aus Eisessig und aus Alkohol umkrystallisierte Siiure schmolz bei 173 
bis 174°, genau wie die Apocholsiure. 

4,818 mg Subst.: 13,025 mg CO,, 4,210 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,73 H 9,79. 

Spezifische Drehung: 0,0622 g Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 

2dm, « = +0,55°, [a]?9 =+ 44,21°% 


Ihre iibrigen Eigenschaften stimmten gut mit denen von Apocholsiiure 
iiberein. 
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Einwirkung von Salzsduregas auf Dioxycholsdure in Chloro- 
form. ig reiner Dioxycholensiuremethylester (freie Siure Schmelzp. 255 
bis 256°) wurde in 20 ccm wasserfreiem Chloroform gelést und getrocknetes 
Salzsiiuregas bei 0° 2 Stunden lang durchstrémen gelassen. Die anfangs 
wasserklare Lésung nahm allmiihlich briunliche Firbung an. Die Reaktions- 
fliissigkeit wurde auf dem Wasserbade abgedampft, wobei die braune Farbe 
der Lésung fast giinzlich verschwand. Der Riickstand wurde in 20 cem 
einer 5°/,igen methylalkoholischen Lauge 1 Stunde verseift dann unter 
Verdiinnung mit Wasser mit verdiinnter Salzsiure ausgefillt und ab- 
genutscht. Das so erhaltene, schwach gelbe Pulver (Schmelzp. 168—174°) 
wurde mit 5 cem absolutem Alkohol in der Kiilte digeriert und abgenutscht. 
Der Riickstand (0,1 g) sechmolz bei 235—240°; er bestand fast ausschlieBlich 
aus unverinderter Dioxycholensiiure. Das Filtrat wurde abgedampft, der 
mit Xylol angeriihrte Krystallbrei abgenutscht und mit Ather einige Male 
gewaschen, Aus Alkohol umkrystallisiert, schmolzen die Krystalle (0,5 g) 
bei 173—174°; der Mischschmelzpunkt mit reiner Apocholsiiure zeigte keine 
Depression. 


4,894 mg Subst.: 13,310 mg CO,, 4,290 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 74,17 H 9,81. 
Spezifische Drehung: 0,0732 g Subst. in 10 eem absolutem Alkohol, 
2dm, a=+ 0,65°, [a]?® =+ 44,40°% 


Einwirkung von Salzsauregas auf Apocholsdure. 2¢ reiner Apo- 
cholsiiuremethylester (freie Siiure Schmelzp. 173—174°) wurden in 40 cem 
wasserfreiem Chloroform gelést und getrocknetes Salzsiiuregas bei 0° eine 
Stunde lang eingeleitet. Dabei trat eine briiunliche Verfirbung ein wie bei 
der Dioxycholensiiure. Die briunliche Chloroformlésung wurde auf dem 
Wasserbade abgedampft und mit alkoholischer Kalilauge verseift. Die 
vom Alkohol befreite Liésung wurde unter Wasserzusatz mit Salzsiiure aus- 
gefillt, der abgenutschte, getrocknete Niederschlag dann mit 5 cem absolutem 
Alkohol angeriihrt und abgesaugt. Das Filtrat wurde mit Xylol versetzt, 
die dabei auskrystallisierte Saiure (0,5 g) abgenutscht und aus Alkohol 
umkrystallisiert. Sie schmolz bei 171—1i72° und stellte ohne Zweifel 
unverinderte Apocholsiure dar. Der getrocknete Riickstand (0,6 g) schmolz 
schon gegen 200°; er wurde aus verdiinntem LKisessig und Alkohol um- 
krystallisiert. Die bei 245—248° schmelzende Rohsiéiure wurde mit Di- 
azomethan verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester schmolz bei 
85—90° und zeigte mit reinem Dioxycholensiiuremethylester keine Depression, 
Die durch Hydrolyse des Esters gewonnene Sdéure wurde aus Alkohol 2 mal 
umkrystallisiert. Sie schmolz bei 259—260°, genau wie Dioxycholensiure. 


4,636 mg Subst.: 12,515 mg CO,, 4,085 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,63 H 9,86. 
Spezifische Drehung: 0,0464 g Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 
2dm, a =+0,58°, [a]2° = + 62,50° 


Die Siiure ist gegen Permanganatlisung ungesittigt und lést sich 
schwer in den meisten Lésungsmitteln, sie ist also eine Dioxycholensiure 
Boédeckers. 
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Zur Kenntnis des Equilins und Equilenins’). 


2. Mitteilung iiber Sexualhormone’). 
Von 
Wilhelm Dirscherl und Fritz Hanusch. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H., 
Mannheim-Waldhof). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Februar 1935.) 


Das hauptsichliche Hormon des Stutenharnes ist das zuerst 
im Schwangerenharn entdeckte @-Follikelhormon C,,H,,0,°~") (D. 
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Die Existenz eines isomeren /-Follikelhormons‘) wird be- 
stritten [4), 8. 590; *) und *)]. Ein drittes Hormon, das an Stelle 
des g-Hormons im Stutenharn enthalten sein sollte [*)|, hat sich 
als identisch mit dem a@-Hormon erwiesen [°)]. 


1) Reines Equilin und Equilenin hat mir in auBerordentlich liebens- 
wiirdiger Weise Herr Dr. A. Girard, Paris, zur Verfiigung gestellt. Ich 
danke ihm auch an dieser Stelle herzlich fiir sein Entgegenkommen. 

Dirscherl. 


* Mitt.: W. Dirscherl u. H. E. Voss, Naturw. 22, 315 (1934). 
3) §. E.de Jongh, S. Kober u. E. Laqueur, Biochem. Z. 240, 247 
(1931). 


. Butenandt u. H. Jacobi, Diese Z. 218, 104 (1933). 
Jongh, Kober u. Laqueur, Biochem. Z. 270, 17 (1934). 
J. M. Curtis, D. W. Mac Corquodale, S. A. Thayer und 
Ek. A. Doisy, J. of biol. Chem. 107, 191 (1934). 
5) Butenandt u. J. Stormer, Diese Z. 208, 129 (1932). 


i. 

S. 
4) A. Girard, Bull. Soc. Chim. biol. 15, 589 (1933). 
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Ferner haben E.Schwenk und F. Hildebrandt’) aus Stuten- 
harn ein weiteres Isomeres erhalten, das sie als J)-Hormon be- 
zeichneten. Es besitzt ein phenolisches Hydroxyl und eine Keto- 
gruppe?®), die sich anfangs dem Nachweis entzogen hatte. 

Das Follikelhormonhydrat ([a), das im Harn schwangerer 
Frauen in bedeutend gréBerer Menge als das a-Hormon vor- 
handen ist, fehlt im Stutenharn [*), S. 590]. 

A.Girard, G.Sandulesco, A. Fridenson und Mitarbeitern 
gelang es, aus Stutenharn ungesiittigte brunstwirksame Stoffe zu 
isolieren, nimlich Equilin und Hippulin?}), 2 Isomere der Formel 
C,,H,,0, und Equilenin der Zusammensetzung C,,H,,0, '”). 

Alle 3 Stoffe enthalten je eine Ketogruppe und ein pheno- 
lisches Hydroxyl; auBer einem Benzolring sind im Equilenin zwei, 
im Equilin und Hippulin je 1 Doppelbindung enthalten. A. Girard 
weist auf die sehr interessante 'atsache hin, daB im Stutenharn 
wihrend des Verlaufes der Triichtigkeit zuerst das a@-Follikel- 
hormon, dann das Equilin, schlieBlich das Equilenin in steigen- 
den Mengen auftritt [*), S. 586, 590]. Die Frage liegt nahe, ob 
diese ungesittigten Brunststoffe genetisch mit dem «-Follikel- 
hormon zusammenhingen. Die Antwort kann nur auf biologischem 
Wege erfolgen, sie wird aber erleichtert, wenn es gelingt, den 
chemischen Zusammenhang aufzukliren. 

Wir haben versucht, die Doppelbindung des Equilins zu 
hydrieren. Das zu erwartende Dihydro-equilin muBte entweder 
mit «-Follikelhormon identisch oder isomer sein. Nach unseren 
Erfahrungen wird Follikelhormon in Alkohol bei gewoéhnlicher 
Temperatur mit Palladiumschwarz als Katalysator von Wasser- 
stoff nicht veraindert. (Die Hydrierung sowohl der Ketogruppe 
wie des Benzolkernes erfordert andere Bedingungen.) Aus Equilin 
erhielten wir dagegen unter den gleichen Bedingungen ein schén 
krystallisiertes Produkt vom Schmelzp. 205—-206° (unkorr.), der 
beim Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser nicht mehr anstieg. 
Die spezifische Drehung war von + 309° (Drehung des Equilins 
in Dioxan) auf + 70° (in Dioxan) gesunken. Die Analyse zeigte 
allerdings 0,3°/, weniger Wasserstoff als ein Dihydro-equilin ver- 
langt (zu weiteren Analysen reichte das Material nicht), aber auch 
die Analyse des Equilins zeigte einen etwas zu niederen Wert, 
so daB wir nicht daran zweifelten, daB das Equilin 2 Atome 


*) Naturw. 20, 658 (1932). 1°) Biochem. Z. 259, 241 (1938). 
1) C. r. Acad. Sci. 194, 909, 1020 (1932). 
12) C. r. Acad. Sci. 195, 981 (1932). 
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-Wasserstoff aufgenommen habe, um so weniger, als auch die 
Absorption zu diesem Wert pate. DaB die Ketogruppe un- 
‘yersehrt geblieben ist, lieB sich durch alkalimetrische Titration 
der mit Hydroxylamin- hydrochlorid versetzten Lisung des Reak- 
_ tionsproduktes zeigen. (Mit dieser Methode laBt sich rasch er- 
‘mitteln, ob und in welchem Umfang in einem Stoff oder Stoff- 
| gemisch Ketogruppen vorhanden sind. Durch Bereitung von 


)Derivaten erhilt man stets nur ein qualitatives Ergebnis.) Es 


‘ist offensichtlich die Doppelbindung des Equilins hydriert worden. 
: Wir bemiihten uns nun, die Doppelbindung des Equilins 
‘und ihr Verschwinden bei der Hydrierung noch mit anderer 
| Methode nachzuweisen, obwohl das zuniichst als unnétige Vor- 
| sichtsmaBnahme erschien. 

: Wenn man Follikelhormon als Vergleichssubstanz nimmt, 
i so laBt sich mittels Kinwirkung von Brom feststellen, dab 


= 
4 


: Kquilin 1 Doppelbindung mehr enthilt als Follikelhormon, wi Shrend 


'das Hydrierungsprodukt sich von diesem nicht unterscheidet. 
Die Doppelbindung ist also durch die Hydrierung zum Ver- 
schwinden gebracht worden. 
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Dazu ist im einzelnen folgendes zu sagen: 


Marrian hatte nach der Methode von Rosenmund und Kuhn- 
henn' fiir das Follikelhormon-hydrat Werte gefunden, die fiir zwei 
_ ,Doppelbindungen“ sprachen"). Thayer, Levin und Doisy") fanden 
| beim Follikelhormon nach einer nicht niher angegebenen Methode eine 
_ .,Doppelbindung“ und isolierten ein Produkt, das zwei Atome Halogen im 

i | Molekil enthielt. Dieser Befund war die Grundlage fiir die eine Zeitlang 





13) Z. Untersuch. Lebensmitt. 46, 154 (1923); Z. angew. Chm. 37, 58 (1924). 
14) Biochemic. J. 24, 1021 (1930). 15) J. of biol. Chem. 91, 655 (1931). 
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herrschende Ansicht, dab im Follikelhormon auBer den drei Benzoldoppel- | 


bindungen eine vierte Doppelbindung vorhanden sei. 


Spiter haben Marrian und Haslewood") die Frage erneut gepriift. 
3eim Follikelhormon und beim Follikelhormon-hydrat erhielten sie Werte, — 
die mit der Reaktionszeit und der Menge des iiberschiissigen Broms — 
schwankten. Vorversuche an Phenolen und ihren Methylithern ergaben, — 
da8 die Substitution von Brom durch Methylierung der Phenolgruppe auf — 


ein MindestmaB herabgedriickt wird. Demgemi8 wurden Versuche mit den 


Methylithern der Hormone gemacht. Auf diesem Wege gab sowohl das 


Hormon wie das Hormonhydrat konstante Jodwerte, die fiir eine ,,Doppel- 
bindung“ sprachen. Aus den Reaktionsliésungen wurden aber Verbindungen 
isoliert, die nur je ein Bromatom enthielten. Marrian kam zu der Ansicht, 
daB im Follikelhormon keine vierte Doppelbindung vorhanden ist. 

Wir haben die Einwirkung von Brom auf Follikelhormon und seinen 
Methyliither untersucht und gefunden, daB man bei kurzen Einwirkungs- 
zeiten von wenigen Minuten allerdings schwankende Werte erhilt, die fiir 


ungefiihr eine ,,Doppelbindung“ sprechen. Die Schwankungen erkliren | 
sich aber dadurch, daB die Reaktion noch in vollem Gang ist. Erst nach | 
mehrtigiger Einwirkung kommt die Reaktion zu Ende; dann ist vom | 


Follikelhormon soviel Brom verbraucht worden, daB man auf die Anwesen- 
heit von drei ,,Doppelbindungen“ schlieBen miiBte, wenn nur Addition 
stattfiinde. Beim Methylither des Follikelhormons kommt man so zu zwei, 
beim Equilin zu vier ,,Doppelbindungen“ (Fig. 1). 

Nach Girard [*), S. 586] verbraucht das Equilin bei der Rosen- 
mundschen Methode soviel Brom, als der Anwesenheit von zwei ,,Doppel- 


bindungen“ entspricht. Er nimmt an, da (wie beim Follikelhormon) ein Atom | 


Brom substituiert worden ist, wihrend zwei Bromatome von einer Doppel- 
bindung angelagert worden sind. Die Dauer der Einwirkung ist nicht angegeben. 

Wir finden, daB Equilin zwar von Anfang an mehr Brom verbraucht 
als das Follikelhormon, daB aber erst nach lingerer Einwirkung sich ein 
Unterschied herausbildet, der einer Doppelbindung entspricht. Das Hydrie- 
rungsprodukt des Equilins dagegen zeigt Bromwerte (Punkt 1, Fig. 1), die 
etwa denen des Follikelhormons entsprechen; offenbar findet hier ebenfalls 
nur Substitution statt. Das gilt auch fiir Equilenin (Punkt 2, Fig. 1) Auf 
die Isolierung der Bromkérper und Feststellung des substituierten Broms 
wurde verzichtet, da eine etwaige bei der Aufarbeitung stattfindende Ab- 
spaltung von HBr eine direkte Substitution vortiiuschen kann. 

Das Hydrierungsprodukt (Schmelzp. 206°, [a]?? =-+ 92° in 
Chloroform) war unserer Meinung nach Dihydro-equilin, ein Iso- 
meres des Follikelhormons. Identisch war es weder mit ¢-Follikel- 
hormon (Schmelzp. 255°, [@], =-+ 160° in Chloroform) noch mit 
dem d-Follikelhormon von Schwenk und Hildebrandt (Schmelz- 
punkt 209°, [a]??5 = + 46,3° in Chloroform). Zur weiteren Kenn- 
zeichnung des nur in geringer Menge zur Verfiigung stehenden 
Reaktionsproduktes haben wir sein Verhalten bei einigen Farb- 


reaktionen gepriift. 


16) J. Soc. Chem. Ind., Trans. a. Comin. 51, 277 (1932). 
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Die Tabelle zeigt Farbe und Fluorescenz in konzentrierter Schwefel- 


diesem auch das 0-Follikelhormon untersucht. 











iia 
Substanz eget linn aaa rome EL ee Oe mee 
(je 1 mg in je 2 cem im Tageslicht im Ultraviolett 
konz. H,S0,) Farbe Fluorescenz Fluorescenz 
«-Follikelhormon . . griingelb | blaugriin | blaugriin 
Equilenin. ..... gelb gelb | gelb 
Bo@im.-..... ‘ | schwach griinlich | ganz schwach 
Reaktionsprodukt . . . ‘ - | gelb 


Vor einiger Zeit haben Gerngross, Voss und Herfeld') berichtet, 
daB parasubstituierte Phenole, deren beide ortho-Stellen frei sind, mit 
a-Nitroso-$-naphthol und Salpetersiure eine purpurrote Firbung geben; 
Follikelhormon zeigte nur eine schwach positive Reaktion. Schwenk und 
Hildebrandt |] geben an, daB die Farbreaktion beim 0-Follikelhormon 
(bliuliche Firbung) und einem Stoff, der wahrscheinlich mit Equilin iden- 
tisch ist, negativ verliuft. Fiir das d-Hormon schlieBen Schwenk und 
Hildebrandt daraus, da8 in ortho-Stellung zum phenolischen Hydroxyl 
ein Substituent sitzen mu, so daB der aromatische Kern nicht im Ring A 
wie beim Follikelhormon, sondern im Ring B oder C liegen soll. 

Wir haben uns in eigenen Versuchen iiberzeugt, da8 man mit «-Follikel- 
hormon nur eine schwach positive Reaktion erhilt; die Firbung ist wesent- 
lich sechwicher als mit #-Naphthol. Equilin und Equilenin geben zuniichst 
eine schéne griine Firbung, die im weiteren Verlauf in ein dunkles Rot 
iibergeht. Die Lésung ist dichromatisch, in dicker Schicht rot, in diinner 
Schicht z. B. an der Oberfliche oder beim Schiitteln an den Glaswinden 
blaugriin *). Beim Verdiinnen mit Alkohol oder Wasser erhilt man eine 
griine Lésung, die allmihlich gelb wird. 


Nach Gerngross mu8B man die Farbreaktion des Equilins 
und Equilenins als negativ betrachten, da die Firbung in gréBerer 
Verdiinnung (1 ccm der 1°/,igen Lésung in 100 ccm Wasser) 
keinesfalls mehr rot ist. Durch die von Cohen, Cook, Hewett 
und Girard verwirklichte Uberfiihrung des Equilenins in 7-Methoxy- 
1: 2-cyclo-penteno-phenanthren**) ist aber bewiesen, daB die 
Hydroxylgruppe in ihrer Stellung der des f-Naphthols entspricht. 





17) Biochem. Z. 239, 209 (1931). 18) Ber. chem. Ges. 66, 435 (1933). 

1) Der Dichromatismus der mit Equilin bzw. Equilenin erhaltenen 
Farbstoffe erinnert an die gleiche Erscheinung gewisser Indicatoren, z. B. 
des Tetrabrom-phenol-sulfon-phthaleins (Brom-phenol-blau). Interessanter- 
weise zeigen die bei der Farbreaktion erhaltenen roten Farbstoffe nach 
Gerngross ebenfalls Indicatoreigenschaften, sie schlagen mit Alkali nach 
gelb um. 

20) J. chem. Soc. London 1934, 653. 
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Man miibte also erwarten, daB die Farbreaktion positiv ausfallt. 
DaB sie das nicht tut, wird nicht dazu veranlassen, die aus einer 
iibersichtlichen chemischen Reaktion sich ergebenden Schluf- 
folgerungen zu bezweifeln, vielmehr wird man den Geltungsbereich 
der Gerngrossschen Farbreaktion einengen miissen. Dem Equilin 
kann also, ebenso gut wie dem Equilenin, die gleiche Stellung der 
Hydroxylgruppe wie im e-Follikelhormon zukommen. 

Um uns iiber die Lage der Doppelbindung im Equilin Auf- 
klirung zu verschaffen, haben wir uns ferner fiir die Absorption 
des Equilins und des Dihydro-equilins im Ultraviolett interessiert 
und zum Vergleich die schon bekannten Kurven des «-Follikel- 
hormons und des Dihydro-follikelhormons (alle in Alkohol) auf- 
genommen”?), Saimtliche Kurven sind in Fig. 2 zusammengestellt. 


Fig.2 
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Die Absorption des «-Follikelhormons entspricht genau der von 
Butenandt mitgeteilten [Maximum bei 283—285 mu?)], ebenso 
ist die Kurve des Dihydro-follikelhormons gegeniiber dem Hormon 





4 
rr) 350 





*1) Die Absorptionsmessungen wurden im Heidelberger Kaiser -Wilhelm- 
Institut fiir Med. Forschung, Institut fiir Physik, ausgefiihrt. Herrn Prof. 
Dr. Bothe danken wir fiir sein freundliches Entgegenkommen. 

22) Diese Z. 191, 143 (1930). 
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| unverindert?’), Die Absorption des Equilins ist von Girard 


— [4), S. 911] als identisch mit der des Follikelhormons bezeichnet 
_ worden, was wir bestatigen kénnen. 














Sehr merkwiirdig verliuft die Kurve des Hydrierungsproduktes 
aus Equilin. Das Maximum liegt ebenfalls bei etwa 283 muy, ist 
aber im Vergleich zum Equilin erhéht; daneben ist bei 270 mu 
ein zweites, verstrichenes Maximum aufgetreten, das weder beim 
Follikelhormon noch beim Equilin vorhanden ist. Wir haben uns 
iiberzeugt, daB dieser Kurvenverlauf reproduzierbar ist. 

Das Equilenin weist 4 Absorptionsmaxima auf, nimlich bei 
270, 282, 325 und 340 my (in alkoholischer und itherischer Lé- 
sung). Es zeigt sich eine gewisse Ahnlichkeit mit der Kurve des 
dehydrierten Neo-ergosterins (I1) von Honigmann’**), welche 
_ 4 Maxima bei 247, 270, 283 und 328 my (in itherischer Lésung) 
zeigt”). 


CH 
CH W_CH=CH_C 
u's, —-—CCH—CH=CH—CH—CH<¢ 
‘aie ual ie | | \CH, 
: | | CH, CH, 
a inal a 
| 
Ne gl O 
CH, 7 
| | 
| a 
I] ‘ jr, i le ” i ail 
- | | | 
CHOW AY i lial 


Cohen und Mitarb. [°)] sind sowohl vom Follikelhormon wie 
vom Equilenin aus zum 7-Methoxy-1 : 2-cyclo-penteno-phenan- 
thren (III) gelangt, dessen Konstitution durch die Synthese be- 
wiesen wurde. Demnach kénnte sich das Equilenin vom @-Follikel- 
hormon (auBer durch die Anwesenheit von zwei weiteren Doppel- 
bindungen) evtl. noch durch verschiedene Stellung der Keto- und 
der quartiiren Methylgruppe im 5-Ring unterscheiden. Daf die 





23) Butenandt, St6rmer u. Westphal, Diese Z. 208, 149 (1932). 

24) Liebigs Ann. 511, 294 (1934). 

*) Bei Umrechnung auf den MaBstab unserer Kurven ergeben sich 
fiir das dehydrierte Neoergosterin folgende Ordinatenwerte: fiir 240 my 7,9, 
, 248 mu 13,0, 257 mu 8,5, 270 mu 9,1, 275 mu 7,3, 280 my 11,5, 302 mu 1,4, 
334 mu 5,0. 
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beiden Doppelbindungen im Ring B liegen, so daB im Equilenin (IV) . 
ein Naphthalinkern vorliegt, geht nach Girard mit groBer Wahr. — 
des I 
Verm 
hatter 
 Equil 
‘yon V 


scheinlichkeit daraus hervor, daB Equilenin ein Pikrat_ bildet, 
welches schwerer léslich und stabiler als das Pikrat des Follikel- 
hormons ist. Eine weitere Stiitze erhalt die Annahme eines 
Naphthalinkernes durch die Ahnlichkeit der wiedergegebenen Ab- 
sorptionskurve mit der des dehydrierten Neo-ergosterins. Die Ab- 
sorptionskurve des hydrierten Equilins steht zwischen der des 
Follikelhormons bzw. Equilins und der des Equilenins. Inwiefern 
durch Absittigen einer ungesittigten Gruppierung eine positive 
Beeinflussung der Lichtabsorption (Erhéhung der Extinktion, Auf- 
treten neuer Maxima) zustande kommen kénne, war uns Vvillig 
unverstiindlich. Dieser Widerspruch wies auf etwas Ungewoéhnliches 
hin, das uns bisher entgangen sein mubBte. 

Wir muBten die Hydrierung von neuem untersuchen. Das 
war uns aber erst méglich, als wir wiederum durch das Ent- 
gegenkommen von Herrn Dr. A.Girard eine kleine Menge Equilin 
erhielten. Der Schmelzpunkt des aus Alkohol—Wasser umkrystalli- f 
sierten Hydrierungsproduktes von 205—206° lieB sich durchf 
Umlésen aus Benzol—Petrolither auf 215—220° steigern; die 
Drehung betrug + 108—120°. Auch durch 6fteres Umkrystalli-f 
sieren aus diesem Lésungsmittelgemisch lieB sich der Schmelz- 
punkt nicht weiter erhdhen. Aus den Mutterlaugen war eine 
Fraktion zu gewinnen, die bei etwa 205—210° schmolz und eine 
Drehung von etwa + 102° aufwies. 

Wir haben bei weiteren Hydrierungsversuchen aber auch 
Produkte erhalten, die bei 230° bzw. 240° schmolzen und eine 
spezifische Drehung von etwa + 90° (in Chloroform) zeigten. Inf 
der Mutterlauge fanden sich noch alkaliunlésliche kernhydrierte 
Stoffe von niedrigem Schmelzpunkt und niederer Drehung. 

Naher wurde das oben erwihnte Produkt vom Schmelzp. 215§ 
bis 220° untersucht. Die Analysen stimmten ungefahr fiir Dihydro- f 
equilin, die Wasserstoffwerte waren etwas zu niedrig. Der Brom- 
wert (Punkt 3, Fig. 1) lag etwas unter dem Wert fiir Follikelhormon. 

Die Absorption im Ultraviolett zeigt Kurve 1, Fig. 3. Sie 
ihnelt der Kurve des Hydrierungsproduktes in Fig. 2 insofern, 
als neben dem Hauptmaximum bei 282—288 mu ein verstrichenes 
Maximum bei 272—273 my vorhanden ist; neu sind dagegen zwei 
weitere Maxima bei etwa 323 mu und 340 my hinzugetreten. 
(DaB diese beiden schwachen Maxima, beim friiheren Priparat 
nicht vorhanden waren, hiingt wohl mit Schwankungen in der 
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IV) Zusammensetzung des Reaktionsproduktes zusammen. Wie das 
hr- zu verstehen ist, ergibt sich im folgenden.) Die Kurve 1 ist der 
let, des Equilenins auBerordentlich ihnlich., Nun konnte man die 
el. Vermutung aussprechen, an die wir bisher nur hie und da gedacht 
nes hatten, daB das Palladiumschwarz neben der Hydrierung des 
\b-| Equilins noch eine andere Reaktion bewirkt, die ohne Aufnahme 
\b-| von Wasserstoff verliuft. Das Palladium wirkt offenbar trotz der 
des} Anwesenheit eines groBen Uberschusses von Wasserstoff dehy- 
ern} drierend auf Equilin und spaltet 2 Atome Wasserstoff ab, so 
ive} dab man Equilenin bzw. ein Isomeres erhilt. Wir erinnerten 
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uns daran, daB das Reaktionsprodukt der ,,Hydrierung“ sich beim 
Schmelzen rot fiirbt, wihrend das Equilin farblos schmilzt. Girard 
-hat angegeben, daB Equilenin beim Erhitzen auf 255° unter Luft- 
zutritt in Equileninrot iibergeht, das nach Aufnehmen in Aceton 
und Verdiinnen mit Wasser zur colorimetrischen Bestimmung des 
Equilenins dienen kénne*5), Die Bildung einer roten Schmelze 
'-Spricht also ebenfalls fiir die Entstehung eines equileninihnlichen 
Korpers. 

Wie ordnen sich die bisherigen Befunde ein, wenn man an- 
nimmt, daB bei der Behandlung von Equilin mit Palladium und 





25) C. r. Acad. Sci. 195, 982; 196, 138 (1932). 
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Wasserstoff Dihydro-equilin und Dehydro-equilin nebeneinander 
entstehen? Die C,H-Analyse kann, je nach dem Verhiltnis der 


beiden méglichen Reaktionsprodukte, zwischen den Werten fir ) 
| wie 


hier 
| gew 


diese beiden reinen Kérper schwanken; entstehen beide im Ver. 
hiltnis 1:1, so bleibt die Zusammensetzung des Equilins erhalten, 


Nachdem unsere Analysen fiir Dihydro-equilin etwas zu niedrig 


waren, muf zum gréBeren Teil Hydrierung, zum geringeren Teil 
Dehydrierung stattgefunden haben. Die Reaktion mit Brom erlaub: 
nur eine Unterscheidung von Equilin einerseits und Follikelhormon 
sowie Equilenin andererseits; das Reaktionsprodukt verhielt sich 
wie diese Hormone, das Verhialtnis zwischen Dihydro- und Dehydro- 
equilin lat sich mit dieser Methode also nicht entscheiden. Einen 
gewissen AufschluB kann man dagegen aus der Titration mittels 
Benzopersiure gewinnen. Nach etwa 1 tigiger EKinwirkung fanden 
wir fiir Cholesterin 0,91, Follikelhormon 0,437), Equilin 1,0, 


Kquilenin 1,4 und das Hydrierungsprodukt des Equilins von} 


Schmelzp. 215—220° 1,30 Atome O-Verbrauch (= Anzahl ,,Doppel- 
bindungen“). Der Wert fiir das Hydrierungsprodukt liegt zwischen 
dem des Equilenins und des Equilins. Bei lingerer Einwirkung 
der Benzopersiure bleibt der Wert des Cholesterins konstant, 
wihrend die Hormone hodheren, einander sich nihernden Werten 
zustreben. Die Benzopersiuretitration spricht fiir betrichtliche 
Bildung einer dehydrierten Verbindung bei der Behandlung des 
Kquilins mit Palladium und Wasserstoff. 

Wenn schon bei Anwesenheit von Wasserstoff (teilweise 
Dehydrierung stattfindet, mu8 man dies erst recht bei Abwesen- 
heit von Wasserstoff erwarten. Wir schiittelten deshalb Equilin 
in alkoholischer Lésung bei gewéhnlicher Temperatur einige Tage 
lang mit Palladium ohne Wasserstoff. Die Substanz zeigte etwa 
den gleichen Schmelzpunkt wie das Equilin, mit diesem gemischt 
war der Schmelzpunkt jedoch erniedrigt. DaB das Equilin ver- 


iindert worden ist, sieht man auch an der spezifischen Drehungf 


die auf + 182° in Alkohol zuriickgegangen ist. Die Schmelze 
ist rot gefirbt. Die Kurve der Absorption im Ultraviolett (Kurve 2. 
Fig.3) verlauft ganz ihnlich wie beim ,,Hydrierungsprodukt* (Kurve 1. 
Fig. 3). Wir haben in einem weiteren Versuch das Equilin der 


gleichen Behandlung 14 Stunden lang bei 80° ausgesetzt. Dasf 


6) Butenandt gibt an [%), S. 149], da’ Methylfollikelhormon nicht 
mit Benzopersiure reagiert; hier ist das phenolische Hydroxy] geschiitzt. 

Wir haben aus Griinden der Materialknappheit (Equilin) auf die Unter- 
suchung der Methylither verzichtet. 
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rohe Reaktionsprodukt schmolz bei 230—235° und gab eine rote 
Schmelze. Die spezifische Drehung war + 122° (in Alkohol). Die 
Absorptionskurve (Kurve 3, Fig. 3) weist die gleichen Maxima aut 
wie die Kurven 1 und 2, aber sie liegt wesentlich héher, d. h. 
hier ist die Dehydrierung in gréBerem Umfang verlaufen als bei 
gewohnlicher Temperatur oder bei Anwesenheit von Wasserstoff. 


Die Analyse dieses Rohproduktes ergab 80,82°/, C und 7,27°/, H 
Die theoretischen Werte sind fiir: 


Dihydro-Equilin . . . . C 80,0 H 8,15 
ee a a » 8055 , 7,58 
Dehydro-Equilin (Equilenin) ,, 81,16  ,, 6,82. 


Das Reaktionsprodukt steht nach seiner Zusammensetzung zwischen 
Equilin und Equilenin. Es gab in alkoholischer Loésung mit Pikrinsiure 
ein hellorangefarbenes Pikrat, das bei 192° schmolz und mit Equilenin- 
pikrat (dunkelorange) vom Schmelzp. 202—204° keine Mischschmelzpunkts- 
depression gab. (Das Pikrat schied sich sehr rasch ab, ganz wie beim 
Equilenin.) Aus der Mutterlauge wurde weiteres Pikrat vom gleichen Schmelz- 
punkt erhalten. Das Pikrat lieB sich, wie das des Equilenins, mittels Soda- 
lésung zerlegen. Die freigesetzte Substanz wurde aus Aceton—Wasser um- 
krystallisiert und schmolz dann bei 241°, wihrend Equilenin bei 248° schmolz. 
Die Mischprobe ergab keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. Die spezi- 
fische Drehung in Alkohol betrug + 108°, beim Equilenin dagegen + 89°. 
Die Ultraviolettabsorption zeigt Kurve 4 in Fig. 3; sie weicht nur gering- 
fiigig von der Absorption des rohen Reaktionsproduktes ab (Kurve 3) und 
stimmt mit der des Equilenins iiberein. Bei der Analyse ergab sich leider, 
daB die Substanz unerwarteterweise 4—5°/, Asche enthielt, so daB die 
Analysenwerte unbrauchbar sind. Der Aschegehalt mu von der Zerlegung 
des Pikrates mit Soda herriihren. Bei Wiederholung des Versuches ist die 
Zerlegung des Pikrats zweckmiBigerweise anders vorzunehmen. 


Wir kénnen mit Sicherheit sagen, daB wir nicht reines 
Kquilenin erhalten haben. Ob es sich um Equilenin handelt, dem 
schwer entfernbares Ausgangsmaterial oder durch Disproportionie- 
rung entstandenes Hydrierungsprodukt beigemengt ist, oder um 
ein Isomeres des Equilenins, vermégen wir vorderhand nicht zu 
entscheiden. Dazu bedarf es neuen Materials, iiber das wir zur 
Zeit nicht verfiigen. Fiir sicher halten wir aber die Entstehung 
eines Naphthalinsystems, also die Bildung von Kquilenin oder 
einem Isomeren. 

Aus der leichten Dehydrierbarkeit zu einem Kérper, der wie 
Kquilenin Pikrat bildet und fast die gleiche Ultraviolettabsorption 
besitzt, ist zu folgern, daB die Doppelbindung des Equilins in 
einem dem Benzol- bzw. Phenolkern benachbarten Ring liegen 
muB, so daf sich bei der Dehydrierung ein Naphthalinsystem 
ausbilden kann. Der 5-Ring kommt fiir eine Dehydrierung mit 
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Palladium bis zu 300° nicht in Frage, ebensowenig der Ring, 
der die quartire Methylgruppe triigt [Zelinsky?"); vgl. Honig- 
mann a. a. Q.)}. Aus dem gleichen Verhalten von Equilin und 
Equilenin bei der Gerngrossschen Farbreaktion kann man auf 
gleiche Stellung der Hydroxylgruppe schlieBen, obwohl die Reak- 


tion eigentlich negativ (im Sinne von Gerngross) verliuft. Wenn | 


man so den Phenolkern in Ring A annimmt, dann mu8 die Doppel- 
bindung des Equilins in Ring B liegen; wir méchten glauben von 8 
nach 9, weil sie hier schwer hydrierbar wiire und dann die teil- 
weise Dehydrierung bei Anwesenheit von Wasserstoff sich eher 
erkliren lieBe. Uber die Stellung des quartiiren Methyls und 
der Ketogruppe innerhalb des 5-Ringes (Ring D) kann man, wie 
beim Follikelhormon und Equilenin, bisher keine Aussage machen. 
Wir kénnen an dieser Stelle ein negatives Ergebnis mitteilen. Alle 
3 Hormone geben mit Diphenylmethan-dimethyl-dihydrazin in essig- 
saurer Lésung bei Anwesenheit von etwas Schwefelsiiure keine 
carbazolartigen Verbindungen; daraus miiBte man nach J.v. Braun?') 
schlieBen, daB die Ketogruppe nicht auf beiden Seiten von CH, 
umgeben ist; danach kiime fiir die Ketogruppe nur C,, oder C,, 
in Frage. C,, ist aus Analogiegriinden niherliegend. — Wir halten 
folgende Formel (V) fiir wahrscheinlich: 
CH, Ps 
rg 
| D | 
Cg ye 


| | 


A B 
HO. 
tt al 


Dann miBte man allerdings als Dehydrierungsprodukt Kqui- 
lenin erwarten (wenn man nicht bei. diesem Methyl oder Keto- 
gruppe anders annehmen will). 

Wir erwihnen an dieser Stelle noch, daB es uns nicht ge- 
lungen ist, Follikelhormon mittels Palladium bei 200—300° und 
ebensowenig in alkoholischer Lisung bei 90° zu Equilenin oder 
einem Isomeren davon zu dehydrieren. Honigmann ist dagegen 
die Dehydrierung des Neo-ergosterins gelungen, dabei wird der 
hydroxylhaltige Ring dehydriert, was vielleicht von EinfluB ist. 


Um uns zu vergewissern, dab ein ungesittigtes System, wie es in der 
Formel V des Equilins zum Ausdruck kommt, leicht dehydrierbar ist, haben 


*7) Ber. chem. Ges. 56, 1716 (1923). 
*8) Ber. chem. Ges. 41, 2604 (1908). 
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a 


_ wir 1,2-Dihydronaphthalin mit Palladium bei gewéhnlicher Temperatur und 
_ bei 80° in Alkohol behandelt. Beim Abdunsten des Lésungsmittels krystalli- 
- siert aus dem fliissigen Anteil (Tetrahydro-naphthalin) Naphthalin aus. Bei 
- Durehsicht der Literatur sahen wir, dab H. Wieland 1912 in seinen Unter- 
- suchungen tiber Hydrierung und Dehydrierung diesen Versuch schon durch- 


gefiihrt hatte). Wieland gibt an, daB8 Disproportionierung des Dihydro- 
naphthalins zu Naphthalin und Tetrahydro-naphthalin stattfindet; mit viel 
Pd-Schwarz iiberwiegt die Dehydrierung. Wir schiittelten auch Dihydro- 
naphthalin mit Pd und Wasserstoff; es scheint eine geringe Menge Napbthalin 
gebildet zu werden. 

| Knoevenagel und Bergdolt haben festgestellt, da8 bei Erhitzen von 
Dihy dro-lutidin-dicarbonsiiure-ester mit Palladium 2 Reaktionen nebeneinander 
stattfinden, einmal Abspaltung von 2 Atomen Wasserstoff und Bildung der 
vollig ungesiittigten Verbindung, auBerdem eine Disproportionierung zwischen 
3 Molekiilen des Dihydroesters zu 1 Molekiil Hexahydro- und 2 Molekiilen 
ungesittigtem Ester. Beim Erhitzen von Dihydro-terephthalsiure-ester (VI) 
mit Pd-Mohr tritt freier Wasserstoff kaum auf, dagegen findet fast aus- 
schlieBlich Disproportionierung statt®): 


COOCH, COOCH, COOCH, 

. iin i ig, pe ig 

VI 3] | = 2] | + u | 
GOOCH, GOOCH, GOOCH, 


Es hiingt also von der einzelnen Substanz ab, ob der abgespaltene 
Wasserstoff frei wird oder zur Disproportionierung (also Aufnahme durch 
einen Teil der Ausgangssubstanz) verwendet wird, oder ob beide Vorgiinge 
nebeneinander verlaufen. Beim Equilin scheint bei Abwesenheit von Wasser- 
stoff Disproportionierung stattzufinden, bei héherer Temperatur (80°) scheint 
die Dehydrierung zu tiberwiegen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Absorptionskurve des Equilenins im Ultraviolett wurde 
gemessen. 

2. Das Verhalten des Equilins und Equilenins bei einigen 
Farbreaktionen wurde untersucht. 


3. Beim Versuch Equilin mittels Palladium und Wasserstoff 
zu hydrieren, findet auBer Hydrierung eine Reaktion statt, die 
sehr wahrscheinlich eine Dehydrierung ist. Bei Abwesenheit von 
Wasserstofi bewirkt Palladium diese Dehydrierung in gréSerem 
Ausmas., Das Reaktionsprodukt bildet ein Pikrat, zeigt im Ultra- 
violett fast die gleiche Absorptionskurve wie das Equilenin, ist 
dem Equilenin auferordentlich fhnlich in allen seinen EKigen- 
29) Ber. chem. Ges. 48, 484 (1912). 
8°) Ber. chem. Ges. 36, 2858 (19083). 
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schaften, ohne jedoch voéllig identisch mit ihm zu sein. Ob diese 
geringe Verschiedenheit vom Equilenin auf noch nicht vélliger 
Reinheit von Nebenprodukten oder Ausgangsmaterial oder auf 
Isomerie mit Equilenin beruht, lieB sich noch nicht entscheiden, 
wir glauben das erstere. 

4. Es lassen sich gewisse Schliisse aus der leichten De- 
hydrierbarkeit des Equilins ziehen; die Doppelbindung muB sich 
in eimem dem Phenolkern benachbarten Ring ohne quartiires 
Methyl betinden. 


5. Kine wahrscheinliche Formel fiir Equilin wird gegeben. 

6. Follikelhormon, Equilin und Equilenin scheinen die Keto- 
gruppe nicht in C,, zu tragen; in Frage kommen nur C,, und 
C,, (die Haftstelle der Seitenkette in den Sterinen). 


Versuche. 


Schmelzpunkt, spezifische Drehung und analytische Zusammensetzung 
von Equilin und Equilenin entsprachen den Angaben von Girard und 
Mitarbeitern. Die Molekulargewichtsbestimmung nach Pregl und Rast 
ergab folgende Werte: 

Equilin: 0,525 mg Subst. in 5,675mg Campher; 4 = 13,6°; Mol.-Gew. 272 
Equilenin: 0,281 , ,,  ,, 5,285 ,, is A= %,9°*; ‘~ 2 
Bromadditionsversuche. Sie wurden mit je 2—3 mg Substanz und 


je 1,0 cem 0,1 n-Brom-Eisessig—Pyridinsulfatlésung durchgefiihrt. Der Leer- 
wert wurde bei jeder Bestimmung ermittelt. 


ecm 0,1 n-Br x Mol.-Gew. 


Anzahl der Doppelbindungen = ae 


In der Fig. 1 sind so die eingetragenen Werte auf ,,Doppelbindungen“ 
umgerechnet worden, auch wenn Substitution anzunehmen ist. 

Benzopersiuretitration. Wurde mit je 2—3 mg Substanz und 
0,01 n-Benzopersiure-Chloroformlésung ausgefiihrt. 

Hydrierung des Equilins. 25mg Palladiumschwarz werden in 
20 eem Alkohol bei Zimmertemperatur unter Wasserstoff geschiittelt. Nun 
werden 25 mg Equilin in 10 ccm Alkohol zugegeben und weitergeschiittelt. 
Nach einigen Stunden sind 3,9 ccm Wasserstoff absorbiert. Die Lésung 
wird filtriert und zur Trockne eingedampft. Das Rohprodukt schmilzt bei 
205—206° (unkorr.). Man krystallisiert aus Alkohol-Wasser um und er- 
hilt 21 mg Krystalle vom Schmelzp. 205—206°. 

3,116 mg Subst.: 2,19 mg H,O, 9,135 mg CO,. 
C,,H,.0. (270) Ber. C 80.0 4H 8,15 Gef. C 79,96 H 7,87. 


Bromtitration. Nach 115 Stunden 2,95 ,,Doppelbindungen“ gefunden 
(Punkt 1, Fig. 1). 
5,0 mg Subst. in 1cem Chloroform. / = 0,5 dm. 


_ Gp =+ 0,23% [a]2>= + 92° 
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3,0 mg Subst. in 1 ccm Dioxan. / = 0,5 dm. 
ap = +0,11°% [a]27= + 70° 


Titration der Ketogruppe. 10 mg Hydrierungsprodukt -werden in 
etwa 2 ccm Alkohol gelést, mit 0,5 ccm 20°/,iger salzsaurer Hydroxylamin- 
lésung und etwas Brom-phenol-blau als Indicator versetzt; bis zum Auf- 
treten einer schwachen Griinfirbung werden insgesamt 0,41 cem 0,1 n-NaOH 
verbraucht. Die Griinfirbung wird zuniichst mit wenigen Tropfen NaOH 
erreicht, die Farbe schligt dann wieder nach Gelb um; die Titration wird 
solange fortgesetzt, bis die Griinfirbung bestehen bleibt. Das Hydroxylamin 
allein verbraucht 0,08 cem NaOH; nach Abzug dieses Leerwertes ergibt 
sich der wirkliche Titrationswert zu 0,33 cem 0,1 n-NaOQH. Der berechnete 
Wert fiir Dihydroequilin, dessen Ketogruppe unveriindert geblieben ist, 
betrigt 0,35 cem. 


Behandlung von Equilin mit Palladium ohne Wasserstoff. 20 mg 
Equilin wurden in 20 ccm absolutem Alkohol gelést und in einem stark- 
wandigen, zugeschmolzenen Bombenrohr (25 mm Durchmesser) mit 20 mg 
Palladiummohr 14 Stunden im Schiittelofen auf 80—90° erwiirmt. Beim 
Offnen der abgekiihlten Réhre zeigte sich kein Innendruck. Die Drehung 
der alkoholischen Liésung ist von + 0,31° auf + 0,16° (1 dm) zuriick- 
gegangen. Nun wurden nochmals 20 mg Palladiummohr zugegeben und bei 
80—90° 19 Stunden geschiittelt. Die Drehung der alkoholischen Lésung 
nahm nicht mehr ab (+ 0,15°); der Rohrinhalt war schwach rosa gefirbt. 
Nach Abfiltrieren vom Katalysator wurde im Vakuum zur Trockne ein- 
gedampft; es hinterblieben 17,2 mg rosarote Blittchen. 


Schmelzpunkt: bei 228° fliissig, bei 235° voller Meniscus (rotbraun). 


2,454 mg in 2cem absolutem Alkohol, 1 dm: (e)}* = + 0,15°; 


[a]}® = + 122°. 


4,613 mg Subst.: 3,00 mg H,O, 13,67 mg CQ,. 
C,.H,.0. (266) Ber. C 81,16 H 6,82 Gef. C 80,82 H 7,27. 


Wiederholung des letzten Versuches. 20,2 mg Equilin wurden, 
wie im vorhergehenden Versuch beschrieben, mit 20 mg Palladiummohr 
14 Stunden erhitzt. 

Drehung im 1 dm-Rohr: zu Beginn (a«)}? = + 0,34°; nach 14 Stunden 
(«)18 = 4+ 0,14°. Die vom Katalysator abfiltrierte Lésung wurde eingedampft. 
Riickstand 20 mg. Hiervon wurde etwas zur Messung der Ultraviolett- 
absorption in optisch reinem Alkohol gelést (Kurve 3, Fig. 3). Die Haupt- 
menge wurde in 1 cem heifbem Alkohol aufgelést und mit 1 cem 5°/,iger 
alkoholischer Pikrinsiurelésung versetzt. Nach einigen Minuten begannen 
sich feine, orangefarbene Niidelchen abzuscheiden. Bei Equilenin beginnt 
die Abscheidung des Pikrates ebenfalls sehr rasch, bei Follikelhormon 
bildet sich erst nach langer Zeit ein Pikrat von anderer Zusammensetzung. 
Nach 12 Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt, mit wenigen Trépfchen 
eiskaltem Alkohol gewaschen und in Vakuumexsiccator getrocknet: 16,4 mg. 
Aus den Mutterlaugen waren nach dem Einengen noch 5 mg Krystallisat 
zu gewinnen. Das Pikrat zeigte mit Equileninpikrat gemischt keine Schmelz- 
punktserniedrigung. 
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Schmelzpunkte: Pikrat Mischprobe Equileninpikrat 
192° 196° 204° 


Eine Probe des Pikrates wurde aus wenig Alkohol umkrystallisiert, 
sie zeigte keinen héheren Schmelzpunkt. 16,4 mg Pikrat wurden mit einigen 
Tropfen 0,i n-Sodalésung verrieben, der Brei abgenutscht, 3—4 mal mit 
wenig Wasser ausgewaschen und der farblose Riickstand im Vakuum ge- 
trocknet: 8,6 mg. Durch Auflésen in 4—5 cem heiBem Aceton und Ver- 
setzen mit Wasser bis zur beginnenden Triibung wurden 7,3 mg Bliattchen 
mit leicht rétlichem Schimmer erhalten. Die Mischprobe mit Equilin er- 
gab keine Schmelzpunktserniedrigung. 











Reaktionsprodukt Mischprobe Equilenin 
237° beginnt zu schmelzen 243° beginnt zu schmelzen 
241° Vollmeniscus 243° Vollmeniscus | 248° Vollmeniscus 
(rubinrot) (rubinrot) 


(Die Schmelzpunktsbestimmungen sind gleichzeitig nebeneinander ausgefiihrt 
worden.) 


Die geschmolzenen Substanzen wurden mit gleichen Mengen Aceton 
gelést; bei gleichem Farbton war das Equilindehydrierungsprodukt stirker 
als Equilenin gefirbt. 

Vergleich der Drehung. 1,458 mg Equilenin in 1 cem Alkohol 
gelést, im 1 dm-Mikropolarisationsrohr: (a)}* = + 0,13°; 


[a]}S = + 89°. 


1,567 mg Reaktionsprodukt in 1 cem Alkohol gelést, 1 dm-Mikrorohr 
(a)}S = + 0,17°; 

[a}]}§ = + 108,5°. 

Die Ultraviolettabsorption des so gereinigten Reaktionsproduktes zeigt 
Kurve 4, Figur 3. Bei der Analyse ergaben sich 4—5°/, Asche, die Werte 
waren deshalb unbrauchbar. 

Physiologische Wirksamkeit: Equilin, Equilenin und Dehydro- 
equilin haben nach Untersuchung von Hrn. Dr. H. E. Voss in unserem 
Laboratorium ungefiihr die gleiche Wirksamkeit wie Follikelhormon im 
Allen-Doisy-Test (subcutane Zufuhr in éliger Liésung, auf 5 Injektionen 
innerhalb 36 Stunden verteilt, an der Maus). 























Uber das Schicksal der Dehydrocholsdure 
und Dehydrodesoxycholséiure im Krétenorganismus. 


Von 


Kazumi Yamasaki und Kazuhisa Kyogoku. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1935.) 


Vor kurzem hat Shibuya!) eine mit der Reduktodehydrochol- 
siure, der 3-Oxy-7,12-diketo-cholansiure, isomere Siure vom 
Schmelzp. 258° ([soreduktodehydrocholsiure) aus Krétenharn iso- 
liert, nachdem er Dehydrocholsiure Kriéten subcutan verabreicht 
hatte. Diese Siure soll durch Reduktion einer Carbonylgruppe 
der Dehydrocholsiure zur sekundiren Alkoholgruppe entstanden 
sein. Es steht aber noch die Frage offen, welche Carbonyl- 
gruppe der Saiure reduziert wurde und weiter, ob die Siure im 
Krétenorganismus eine strukturelle Isomerisation oder Epimeri- 
sierung erfahren hat. 

Aus Krétengalle sind eine Reihe interessanter Gallensiiuren °) 
isoliert, von denen die Siiure C,,H,,O, nach Shimizu und Oda‘) 
ein Zwischenprodukt zwischen Gallensiiuren und Ergosterin ist. 
Letzteres wird von mehreren Autoren‘) des hiesigen Institutes 
als die Muttersubstanz der Gallensiuren betrachtet. Somit ist es 
von Interesse, die Umwandlung der Gallensiurenderivate im Kriéten- 
organismus naher zu erforschen. 

Nach subcutaner Zufuhr von Dehydrocholsiure haben wir 
dieselbe Isoreduktodehydrocholsiure wie Shibuya aus Krétenharn 
isoliert. Sie wurde mit Chromsiureanhydrid oxydiert und so er- 





1) J. of Biochem. 17, 385 (1933). 

2) T. Okamura, J. of. Biochem. 8, 351 (1928); 10, 5 (1928); 11, 103 
(1929); H. Makino, Diese Z. 220, 49 (1933). 

8) Diese Z. 227, 74 (1934). 

*) §. Higashi, Arb. Med. Univ. (Okayama) 1, 582 (1930); 2, 396 (1931); 
3, 22 (1932); K. Tanaka u. T. Tanaka, J. of Biochem. 18, 15 (1933). 
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wartungsgemif die urspriingliche Dehydrocholsidure erhalten. Die 
Isoreduktodehydrocholsiiure hat also keine strukturelle Verinde- 
rung erfahren. 

Es ist bekannt, daB die Carbonylgruppe an C, der Dehydro- 
cholsiiure durch die verschiedenen Reduktionsverfahren viel rascher 
angegrifien wird als die an ©, und an C,,, indem dabei 3-Oxy- 
7,12-diketocholansiure5) erhalten wird. Man kénnte daher ver- 
muten, dai die Carbonylgruppe an ©, der Dehydrocholsiure auch 
im Krétenorganismus zunichst angegriffen wird, was aber nach 
Shibuya nicht der Fall ist. 

Die Schwierigkeit der Materialbeschaffung hat uns gezwungen, 
nicht auf direktem, sondern auf indirektem Wege die reduzierte 
Carbonylgruppe der Isoreduktodehydrocholsiure festzustellen. Wir 
haben nimlich das Schicksal der Dehydrodesoxycholsiure, der 
3,12-Diketocholansiure, im Krétenorganismus untersucht und aus 
Krétenharn eine Reduktosiure vom Schmelzp. 125° erhalten, die 
sich durch Bildung eines Monoacetats und Monoxims als eine 
Oxyketocholansiiure erwies. Diese Saiure ist weder mit der 3-Oxy- 
12-ketocholansiure*) (Schmelzp. 155—160°) noch mit der 3-Keto- 
12-oxycholanséure (Schmelzp. 112—120°) identisch, welch letztere 
aus Diacetyldesoxycholsiuremethylester analog der 7-Oxy-3, 12-di- 
ketocholansiure’) dargestellt worden war. Es bleibt nur die 
Méglichkeit, daB sie eine epi-Form, entweder der 3-Oxy-12-keto- 
cholansiure oder der 3-Keto-12-oxycholansiiure, ist. 


Die gréBere Reaktionsfihigkeit der Carbonylgruppe am Kohlen- 
stoflatom 3 gegeniiber derjenigen am Kohlenstoffatom 12 und 
ferner die leichtere Acetylierbarkeit*) der genannten Saiure kénnten 
wohl zu der Annahme fiihren, daB diese Siure eine epi-3-Oxy- 
12-ketocholansaure, 6-3-Oxy-12-ketocholansiiure, sei. — Die Iso- 
redukto-dehydrocholsiure von Shibuya ist wahrscheinlich auch 
eine epi-Form der Redukto-dehydro-cholsiure, also der 3-Oxy- 


5) M. Schenck, Diese Z. 63, 308 (1909); H. Wieland u. E. Borsch; 
Diese Z. 106, 190 (1919); W. Borsche u. F. Hallwass, Ber. chem. Ges. 55, 
3318 (1922). 

*) H. Wieland u. E. Borsch, Diese Z. 106, 190 (1919); W. Borsche 
u. F. Hallwass, Ber. chem. Ges. 55, 3318 (1922). 

‘) H. Wieland u. W. Kapitel, Diese Z, 212, 269 (1932). 

*) Von den drei bzw. zwei sekundiiren Alkoholgruppen der Cholsiure 
und der Desoxycholsiiure wird diejenige am C, am leichtesten, dagegen 
diejenige am C,, am schwersten acetyliert. [H. Wieland u. W. Kapitel, 
Diese Z. 212, 269 (1932)). 
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Schicksal der Dehydrocholsiure u. Dehydrodesoxycholsiiure usw. 3] 


_ 7,12-diketocholansiure. Mit der bekannten strukturisomeren 7-Oxy- 


3,12-diketocholansiure (Schmelzp. 196°) ist sie nicht identisch. 
Eine 12-Oxy-3,7-diketocholansiure kommt kaum in Frage, da 
bei allen bisher durchgefiihrten Operationen die CO-Gruppe an C,, 
sich am reaktionstrigsten erwies. 


Neben der genannten Siiure vom Schmelzp. 125° wurde einmal eine 
mit dieser isomere Siiure C,,H,,O, vom Schmelzp. 220° und einmal Desoxy- 
biliansiiure aus dem Krétenharn isoliert. 


Ob die Desoxybiliansiiure ein weiteres Oxydationsprodukt der Dehydro- 
desoxycholsiure im Krétenorganismus ist, oder ob sie mit der Dehydro- 
desoxycholsiiure als eine Verunreinigung verabreicht worden war, ist noch 
nicht entschieden. 


Beschreibung der Versuche. 


Isoreduktodehydrocholsaure. 1. Dehy drocholsiiure aus der Iso- 
reduktodehydrocholsiure. 0,3 g Isoreduktodehydrocholsiure (Schmelz- 
punkt 258°) wurden in 5 ecem Eisessig gelést und mit Chromsiurelisung 
(0,2 g CrO, in 2 cem Eisessig + wenig Wasser) oxydiert. Die Temperatur 
wurde dabei unter 15° gehalten. Das Oxydationsprodukt wurde mit Soda- 


_ lésung gekocht, filtriert und mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Die so 


gewonnene Siiure wurde aus Aceton oder Alkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 237—238°. Sie schmolz, mit der reinen Dehydrocholsiure gemischt, 
ebenfalls bei 237—238°. 

5,001, 5,083 mg Subst.: 13,120, 13,310 mg CO,, 3,820, 3,840 mg H,0. 


C,,H;,0, Ber. C 71,64 H 8,45 
Gef. ,, 71,57, 71,54 ,, 8,55, 8,46. 


Der Methylester der Siure (0,1 g), der mit iitherischer Diazomethan- 
lisung hergestellt wurde, schmolz bei 239—240°, was mit der Angabe von 


_ Borsche®) iibereinstimmt. 


Der Athylester wurde in der Weise dargestellt, daB die Siiure (0,1 g) 
in absolutem Alkohol mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure ge- 
kocht wurde. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmolz 


- er bei 219—220°, wie es auch Lassar-Cohn®) angibt. 


2. Acetylierung der Iso-redukto-dehydro-cholsiure. 0,1 g 
[soreduktodehydrocholsiure wurden mit 4 cem Essigsiureanhydrid 2 Stunden 
lang auf dem Wasserbade erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Reaktions- 
fliissigkeit mit Wasser versetzt. Die dlig abgeschiedene Masse wurde all- 
mihlich pulvrig, sie wurde abgesaugt und aus verdiinntem Eisessig 2 mal 
wnkrystallisiert. Sie sinterte schwach bei 200° und schmolz bei 216—217°. 


4,670 mg Subst.: 11,930 mg CO,, 3,540 mg H,0O. 
C,,H,,0, Ber. C 69,91 H858 Gef. C 69,67 H 8,48. 


8) Ber. chem. Ges. 52, 1353 (1919). 
*) Ber. chem. Ges. 25, 803 (1892). 
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Tierversuch mit Dehydrodesoxycholsaure. 1. 6-3-Oxy-12-keto- 
cholansiure aus Krétenharn. Im Winter wurden den Kréten (Bufo 
vulgaris japonica) je 3—5 ccm einer 1°/,igen Lésung von Natriumdehydro- 
desoxycholat (Dehydrodesoxycholsiiure: Schmelzp. 185°) einen Tag um den 
andern subcutan verabreicht. Die verabreichte Menge Dehydrodesoxychol- 
siure betrug 10g. Zum Versuche wurden 51 Kréten verwendet. Die 
Menge des gesammelten Harns betrug 977 ccm (Reaktion fast neutral, 
spez. Gew. 1,002—1,004). Der Harn wurde auf dem Wasserbade mdglichst 
zur Trockne abgedampft und mit warmem absolutem Alkohol erschépfend 
extrahiert. 


der Neutralisation mit Sodalésung wurde die wiBrige Schicht von Petrol- 
iither und Alkohol befreit und nach Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure 
3mal ausgeithert. Die Atherschicht wurde mit Wasser gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet und abgedampft. Die dabei zuriickgebliebene 
gelblich-braune, sirupdse Masse betrug etwa 1,2 g. Diese Masse wurde in 
verdiiunter Natronlauge gelést und mit Kochsalz bis zur Sittigung versetzt. 
Es krystallisierte das Natriumsalz allmihlich in langen Nadeln aus. Die 
Krystalle wurden in Wasser gelést und mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt; 
die ausgefillte Siure (0,5 g), die schon gegen 125° schmolz, wurde aus 
Aceton oder Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 122—125° (sintern bei 117°). 

Mischschmelzpunkt mit 3-Keto-12-oxycholansiure vom Schmelzp. 112° 
bis 120° (vgl. unten) bei 112—117°. Die neue Siure bleibt beim Behandeln 
mit alkoholischer Kalilauge unverindert. Bei der Liebermannschen Re- 
aktion zeigt sie anfangs gelbe Farbe, die in Weinrot iibergeht; die Reaktion 
iihnelt derjenigen der Desoxycholsiure. Die Siiure lést sich leicht in den 
meisten Lésungsmitteln; sie ist schwer léslich in Ather, kaum in Petrol- 
iither. Sie krystallisiert mit 1 Mol. Wasser. 


66,2 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): Gewichtsabnahme 2,6 mg. 


C,,H 3,0, - H,O Ber. H,O 4,4 Gef. H,O 3,8. 
4,630 mg Subst.: 12,010 mg CO,, 3,970 mg H,0. 
C,,H;,0,-H,O Ber. C 70,54 H 9,87 Gef. C 70,74 H 9,60. 


Spezifische Drehung: 92,1 mg Subst., 10 cem absoluter Alkoho! 
2 dm, a = + 1,84°, [a]2° = + 99,89°. 


2. Methylester-oxim der Siiure. 40 mg Methylester, mit iitherischer 
Diazomethanlésung hergestellt (nicht krystallisiert), wurden mit 10 mg 
Hydroxylaminhydrochlorid und 15 mg Natriumacetat in 5 ccm Methanol 
3 Stunden gekocht. Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch in 
kaltes Wasser eingegossen und das dabei abgesetzte Pulver abgenutscht. 
Ausbeute 40 mg. Schmelzp. 95—100°. 

Das nicht krystallisierte Oxim wurde in Methanol gelést, mit Wasser 
ausgefillt und dieses Verfahren einige Male wiederholt. Das Oxim stellte 
ein weiBes Pulver dar, dessen Schmelzpunkt nicht tiber 100° gesteigert 
werden konnte. 


3,369, 4,998 mg Subst.: 0,117 (23°, 737,5 mm), 0,1696 (23°, 734,8mm)cemN . 
C,,H,,0,N Ber. N 3,33 Gef. N 38,81, 3,78. 





Der Alkoholextrakt wurde mit Wasser verdiinnt und nach An- — 
siuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Petrolither 2—3mal geschiittelt. Nach | 
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3. Acetat derSiure. 20mg Siure wurden mit frisch geschmolzenem 
Natriumacetat in 20 ccm Essigsiiureanhydrid 6 Stunden auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Reaktionsfliissigkeit mit Eis- 
_wasser gut angeriihrt. Das anfangs Glig abgeschiedene Acetat wurde all- 
miihlich pulvrig und konnte abgesaugt werden. Aus Alkohol krystallisierte 
das Acetat in Tafeln vom Schmelzp. 175—179° (sintert bei 162°) und war 
verschieden von dem Acetat der 3-Keto-12-acetoxycholansiure (Schmelz- 
punkt 96 °). 


4,071 mg Subst.: 10,815 mg CO,, 3,425 mg H,O. 
CygHsoOs Ber. C 72,17 H 9,33 Gef. C 72,47 H 9,42. 





4. Die Siure vom Schmelzp. 220° Nachdem die Siure vom 
_ Schmelzp. 125° durch Extraktion mit Ather entfernt war, erstarrte die 
_ wiBrige Schicht nach Abdampfen des Athers zu einer Gallerte. Diese 
_ wurde mit Sodalésung neutralisiert, abgedampft und mit absolutem Alkohol 
_extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde mit Ather versetzt und der dabei 
_ abgeschiedene flockige Niederschlag abfiltriert. Der Niederschlag wurde 
in salzsiurehaltigem Aceton gelést und vorsichtig mit Wasser versetzt, wo- 
bei perlmuttergliinzende Tafeln auskrystallisierten. Ausbeute 0,1 g. Aus 
Alkohol-Aceton umkrystallisiert. Schmelzpunkt liegt bleibend bei 218° bis 
220°. Die Siiure ist bestindig sowohl gegen Permanganatlésung als auch 
gegen Brom-—Kisessiglésung. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt 
sie anfangs gelbe, dann karminrote Farbe. 


Titration: 68,7 mg Subst. verbrauchten 1,76 cem n/10-NaOH. 


Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 390 Gef. 390. 
4,776 mg Subst.: 12,850 mg CO,, 4,090 mg H,O. 
C,,H;,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,37 H 9,58. 


Der Methylester wurde mit Diazomethan hergestellt und aus ver- 
diinntem Methanol umkrystallisiert. Gliinzende Schuppen. Schmelzp. 115° 
bis 117° (sintern bei 110°). 


C,.H,,0,-CH,OH Ber. C 71,49 H 10,16 Gef. © 71,72 H 9,95. 


Acetylierung der Siure. 60mg der Siiure wurden mit 0,2 g frisch 
geschmolzenem Natriumacetat in 5 cem Essigsiureanhydrid 4 Stunden ge- 
koch’* Die Reaktionsfliissigkeit wurde in kaltes Wasser eingegossen und 
gut angeriihrt. Die dabei pulvrig gewordene Masse wurde abfiltriert und 
aus verdiinntem Methanol mehrmals umkrystallisiert. Schmelzp. 195—205°. 
Der Mischschmelzpunkt des Acetats mit der urspriinglichen Siure zeigte 
eine deutliche Depression (185—195°). 


5,056 mg Subst.: 13,345 mg CO,, 4,180 mg H,0. 
C,,H,O, Ber. C 72,17 H 9,33 Gef. C 72,00 H 9,25. 


5. Desoxybiliansiure aus Krétenharn. Der Atherextrakt, der 





die Siure vom Schmelzp. 125° enthielt, wurde in verdiinnter Natronlauge 
gelést und mit Kochsalz bis zur Sittigung versetzt. Das von den aus- 
gesalzenen Krystallen gewonnene Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure 
angesiiuert und abgenutscht, die getrocknete Masse in Aceton geldst, ab- 


_ | filtriert und mit Wasser versetzt. Es schied sich eine kérnige Masse (0,5 g) 


ab; diese wurde wieder in Aceton oder Eisessig gelist und mit Wasser 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIII. 3 
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ausgefillt, dann in absolutem Alkohol gelést und stehen gelassen. Daraus 
krystallisierte die Siure in prismatischen Nadeln und schmolz bei 295—298°; 
durch weiteres Umkrystallisieren wurde der Schmelzpunkt nicht mehr ge- 
steigert. Der Mischschmelzpunkt mit der Desoxybiliansiure zeigte keine 
Depression. 
Titration: 43,3 mg Subst. verbrauchten 2,87 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, (3 basisch) Ber. 145 Gef. 151. 

Der Trimethylester der Siure wurde mit Diazomethan hergestellt. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Methanol schmolz er | 
bleibend bei 117—118°% Schmale Tafeln. Mischschmelzpunkt mit Desoxy- 
biliansiiuretrimethylester (121°) keine Depression. 

4,946 mg Subst.: 12,285 mg CO,, 3,930 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 67,74 H885 Gef. C 67,76 H 8,89. 


Synthese der 3-Keto-12-oxycholansaure. 1. 3-Oxy-12-acetoxy- 


cholansiure. 0,8 g Diacetyldesoxycholsiiuremethylester [nach Wieland | 


und Kapitel*) hergestellt, Schmelzp. 110°] wurden in iiberschiissiger 
n/2-alkoholischer Kalilauge unter 6fterem Schiitteln bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Nach 1 Stunde wurde das Reaktionsprodukt nach Verdiinnen 








mit Wasser 2 mal ausgeithert. Die wiBrige Schicht, die vom Ather befreit | 


war, wurde mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuert. Die mit Wasser gut ge- 
waschene Fillung (0,5 g) bestand iiberwiegend aus einer Monoacetyldesoxy- 
cholsiure. 
Titration: 105,8, 114,1 mg Subst.: 23,5, 26,9 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 434 Gef. 450, 424. 


Aus Essigester wurde die Siiure krystallin ausgeschieden und schmolz [| 
bei 163—167°. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser | 
unter vorsichtigem Wasserzusatz erhielt man derbe Prismen vom Schmelz- | 





punkt 174—175° Die Siure ist in Aceton, Alkohol und Methanol ldslich, 
schwer in Essigester; unléslich in Wasser und Ather. 

4,784 mg Subst.: 12,565 mg CO,, 4,100 mg H,O. 

C..H,.0, Ber. C 71,84 H 9,75 Gef. C 71,63 H 9,59. 


2. 3-Keto-12-acetoxycholansiure. 0,85 g 3-Oxy-12-acetoxycholan- 
siure wurden in 10 cem Eisessig gelést, mit Chromsiiurelésung (0,5 g CrO, 


in 4,5 cem Eisessig und 0,5 cem Wasser, oxydiert. Die Temperatur wurde f 


’, 


unter 15° gehalten. Nach einiger Zeit wurde die Reaktionsfliissigkeit in 
kaltes Wasser eingegossen, die ausgefiillte Masse in Sodalésung ohne Kochen 
gelést und filtriert. Mit verdiinnter Salzsiiure wieder gefillt, wurden 0,75 g 
Siure erhalten. Aus verdiinntem Alkohol wurde diese Ketosiiure mehrmals 
umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 95—96° (sintern bei 90°). Léslich 
in den meisten organischen Loésungsmitteln. Liebermannsche Reaktion: 
orangefarben. 


4,956 mg Subst.: 13,115 mg CO,, 4,100 mg H,O. 
C.gH oO; Ber. C 72,17 H 9,33 (xref. C 72,16 H 9,26. 
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38. 3-Keto-12-oxycholansiure. 0,5 g 3-Keto-12-acetoxycholansiure 
wurden in 10°/, iger Kalilauge 2 Stunden lang gekocht. Nach dem Erkalten 


_ wurde das Hydrolysat mit Wasser verdiinnt, angesiiuert, die abgeschiedene 
_ getrocknete Masse aus verdiinntem Alkohol oder Eisessig umkrystallisiert. 


Tafeln vom Schmelzp. 112—120° (sintern bei 110°. Die Séure lést 
sich leicht in den meisten organischen Lésungsmitteln, abgesehen von Petrol- 
jther und Ather. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie rétlich- 
orange Farbe. 


Spezifische Drehung: 0,1104 g Subst., 10 cem absoluter Alkohol, 2 dm, 
a=+ 1,06", fa]2° = + 48,01°. 


4,878 mg Subst.: 13,125 mg CO,, 4,230 mg H,0O. 

Cages, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,41 H 9,71. 

Der Methylester, mit itherischer Diazomethanlésung hergestellt, aus 
Methanol umkrystallisiert, schmilzt bei 144—145° (sintert bei 142°), ist leicht 
léslich in Ather, ziemlich schwer in Athanol und Methanol. 

4,946 mg Subst.: 12,285 mg CO,, 3,930 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 74,20 H 9,97 Gef. C 73,86 H 9,96. 





Uber Aktivierung des Kathepsins. 
Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Bartunek. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1935.) 


Die Beobachtungen iiber die Aktivierung der tierischen intra- | 


zelluliren Proteinase, des Kathepsins, durch Schwefelwasserstoft }; 
und durch andere Sulfhydrylverbindungen?) haben schon frih zu 
der Fragestellung gefiihrt, ob nicht zwischen der Hemmung der 
Zellatmung, wie sie unter der Wirkung dieser Stoffe erfolgt®,, 
oder allgemeiner zwischen dem Oxydoreduktionspotential in der 
Zelle einerseits und dem Ausmafe des KiweiBumsatzes in der 


Zelle andererseits, Beziehungen zu suchen seien*). Der naheliegende | 
Gedanke, daB in den bésartigen Geschwiilsten, bei herabgesetzter | 


Atmung, mit einem gesteigerten Gehalte an Sulfhydrylverbindungen 
eine gesteigerte Aktivitit des Kathepsins anzutreffen sein werde5), 
hat indessen in den Ergebnissen der eingehenderen Untersuchungen 
aus den letzten Jahren®) keine Stiitze gefunden; man hat zudem 
zu beachten, daB auch die jeweilige Aktivitit des Kathepsins in 
der Zelle nicht allein durch die Menge vorhandenen Sulfhydryls 
bestimmt sein dirfte; an der Aktivierung des Enzyms scheint, wie 
im Falle der Arginase‘), auch Schwermetall, Eisen, beteiligt zu sein 8). 
) Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner, J. J. Bek u. E. Blum, 
Diese Z. 188, 17 (1929/30). 

*) W. Grassmann, O. v. Schénebeck u. H. Eibeler, Diese Z. 194, 
124 (1930/31). 

*) O.Warburg, Katalyt. Wirkungen d.leb. Subst., Berlin, Springer 1928. 

*) Waldschmidt-Leitz, Bek u. J. Kahn, Naturw. 17, 85 (1928/29). 

5) Waldschmidt-Leitz u.Schiffner, Naturw. 18, 280 (1930). 


8) Vgl. dazu A.H. Krebs, Biochem. Z. 238, 174 (1931); H. Klein- } 


mann u. F. Werr, Biochem. Z. 241, 108, 140, 181 (1931); P. Rona u. 
Kleinmann, Biochem. Z.241, 283, 316 (1931); P. Rondoni, Biochemie. J. 26, 
1477 (1932); H. Heinlein, Z. Krebsforschg. 35, 161 (1932); E. Masch- 
mann u. E. Helmert, Diese Z. 216, 161 (1933); 218, 142 (1933). 

‘) $. Salaskin u. L. Solowjew, Biochem. Z. 250, 503 (1932); Wald- 
schmidt-Leitz, A.Scharikovau. Schiffner, Diese Z. 214, 75 (1932/88). 

®) Vgl. dazu Waldschmidt-Leitz u. W. Kocholaty, Naturw. 21, 
848 (1933); R. Bierich u. A. Rosenbohm, Diese Z. 223, 136 (1934); 
Maschmann u. Helmert, Diese Z. 223, 127 (1934); 224, 56 (1934). 
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Uber Aktivierung des Kathepsins. 37 


Maschmann und Helmert®) haben so den Versuch unter- 


i nommen, durch einen Vergleich des Aktivierungsgrades von Kathep- 


sin in getrockneten Organen und Tumoren und in Ausziigen dar- 


aus Aufschliisse tiber Besonderheiten in den bésartigen Geschwiilsten 
zu erlangen; sie konnten indessen keine wesentlichen Unterschiede 
in deren proteolytischer Ausriistung bemerken. Auf Grund ihrer 
Ergebnisse gelangten Maschmann und Helmert zu der Fest- 
stellung, daB stets, auch in den weitgehend mit Alkohol aus- 
gewaschenen Organen, ein Teil des Kathepsins in aktivierter Form 
vorliege, daB also auBer dem leicht léslichen SH—Glutathion noch 
ein anderer katheptischer Aktivator, wohl unldsliches, Sulfhydryl 
enthaltendes Protein, vorhanden sein miisse. 

Die Frage des Aktivierungsgrades von Kathepsin in der 
lebenden Zelle selbst wird durch Versuche an zerkleinerten 
Organen und deren Ausziigen nicht ohne weiteres zu entscheiden 
sein; denn der Aktivierungszustand der Enzyme unterliegt hier, 
wie wir gefunden haben, raschen Verinderungen. Wie die nach- 
stehend mitgeteilten Versuche ergeben, erscheint der katheptische 
Aktivator der Milz in der Zelle zum gréBten Teil an unlésliche, 
wohl héher molekulare Zellsubstanz gebunden, entsprechend einer 
Bindungsart, fiir welche R. Willstitter und M. Rohdewald”’) 
die Bezeichnung ,symplex“ geprigt haben. Die Uberfiihrung des 
Aktivators in lésliche Form, seine Freilegung, wird schon durch 
wasserhaltiges Glycerin in kurzer Zeit bewirkt. 

Nicht nur fiir Kathepsin selbst'"), auch fiir seinen Aktivator 
wird also in der Zelle eine unlésliche, eine Desmoform beobachtet. 
Wahrend das Enzym zum gréfSten Teil in léslichem Zustande 
vorhanden ist [*) 216, S. 145], scheint indessen die unlésliche Form 
des Aktivators der Menge nach zu iiberwiegen. Die Schlubfolge- 
rungen iiber den Aktivierungszustand des Kathepsins in der lebenden 
Zelle, welche sich auf Untersuchungen an zerkleinerten Organen 
und Ausziigen griinden, erscheinen kaum mehr stichhaltig; dies 
gilt auch fiir den Vergleich von normalen Organen und Tumoren. 
Auch hier wird man die urspriingliche Bindungsart und Lislich- 
keit des Aktivators zu beriicksichtigen haben. 

Eine kausale Beziehung zwischen Oxydoreduktionspotential 
und Richtung des EiweiBumsatzes erscheint so bisher nur durch 


*) Diese Z. 216, 141, 161 (1933); 218, 142 (1938). 
1°) Diese Z. 225, 103, und zwar S. 109 (1934). 
1) Diese Z. 208, 258 (1932). 
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die Versuche an lebenden Objekten erwiesen, wie sie K. Mothes? 
an hédheren Pflanzen sehr eindrucksyvoll beschrieben hat. 


Tabelle. 


(Frisch entnommene Schweinemilz zerkleinert und an Luft bei Zimmer. 
temperatur aufbewahrt. 1 Teil zerkleinertes Organ + 3 Teile 97 °/,iges 
Glycerin; Extrakt bereitet durch Filtration mittels Saugpumpe. Aktivierung 
durchgefiihrt (bei py = 3,7) durch 1/, stiindiges Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff. Bestimmungsansatz: 5,0 ccm Suspension bzw. Extrakt + 5,0 cem 
8 °/,ige Gelatine + 1,0 cem n-Essigsiiure (py = 4,0) + 1,0cem H,O; 24 Stdn., 
30°; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 9,0 ccm des Aus. 
zuges entspr. 2,25 ccm der Enzymprobe.) 





| 


| 
| 


























1 e | ¢ i ~ 
e 5 § 6 avs Aktivitit 2 4 
’ _ - 
a Art der ag . 4eais B (com 0,2n-NH,) = a 
Oo] , : S$ 5] Gepriift als | £5 | 40 aq & 
5 | Zerkleinerung | &-S g- 13% caren ies. 
5 = x @ {ohne mit " 
ai b Min. | Min. | Aktiv. | Aktiv.] 9%, 
1 Seesand, Reib- 0 | Suspension | -— — | 1,12 | 1,12 | 100 
schale 6 7 -—— | -- 1,07 | 1,08 | 100 
2 Pressen durch 0 | Suspension | — — 1,08 | 1,05 | 100 
feinmaschiges 4 . — | -—- | 0,96 | 0,88 | 100 
Metallsieb 8 “ — | — | 0,86 | 0,86 | 100 
desgl. 0 | Suspension | — | -——- | 0,87 | 0,87 | 100 
4 | Fleischmaschine | 0 Extrakt 10 0 | 0,12 | 0,21 57 
0 “ 10 | 0 | 0,58 | 0,98 | 59 
4 s 10 | 0 | 0,60 | 0,96 | 62 
8 “ 10 | O | 0,21 | 0,44 | 48 
5 | Fleischmaschine | 0 Extrakt 5 0 | 0,18 | 0,32 56 
6 2. 5 | o | 0,20 | 0,37 | 54 
0 a 5 | 120] 0,18 | 0,84 | 53 
6 m 5 | 120] 0,18 | 0,36 | 50 
0 a 360 | O]| 0,44 | 0,48 2 
6 a 360] O| 0,42 | 0,44 | 95 
6 Fleischmaschine | 0 Extrakt 10 0} 0,15 | 0,30 50 
0 ” 360 QO}; 0,42 0,45 93 
7a | Fleischmaschine | 0 Extrakt 10 0} 0,08 | 0,20 40 
Tb 0 m 120} Of] 0,38 | 0,43 | 90 
Te 0 a . 60 | 0,28 | 0,32 | 90 
Ta+7b 
(Ye = */9) 

















12) Naturw. 20, 102 (1932); 21, 883 (1933). 











$ 


Ster 
der 
als 
zur | 
word 
weic 
Pray 
sie a 
lasse 
man 
ande 
die . 
ich 
etwa 
Bein 
bilin 
CCl, 
sich 
halte 
bung 
dure 
halt 
das 
wort 





ins, 


bo 


V— & & Wo ONS W PRD Dw 


cian i: acd aman 
aia 











39 


Uber krystallisiertes Stercobilin bzw. Urobilin }). 


Von 


C. J. Watson. 
Mit 14 Figuren im Text und auf Tafel I u. II. 





(Aus dem Universitiaits-Hospital Minneapolis.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Miirz 1935.) 


Friiher habe ich tiber die Gewinnung des krystallisierten 
Stercobilins sowie des Harnurobilins berichtet®**), Die Krystalle 
der Chlorhydrate und auch der freien Substanzen erwiesen sich 
als identisch. Kiirzlich ist von mir eine verbesserte Methode 
zur Isolierung des Stercobilins aus menschlichem Kot beschrieben 
worden), Noch spiter haben Heilmeyer und Krebs®*) eine ab- 
weichende Isolierungsmethode angegeben, womit sie ein von meinem 
Priiparat verschiedenes Stercobilin gewonnen haben wollen. Da 
sie auch Hisessig—Ather zur ersten Extraktion des Kotes benutzten, 
lassen sich beide Verfahren leicht miteinander vergleichen, indem 
man die eine Hiilfte des Eisessig—Athers nach dem einen, die 
andere Hialfte nach dem anderen Verfahren aufarbeitet und dann 
die Ausbeuten beider vergleicht. Einen solchen Vergleich habe 
ich durchgefiihrt; nach Heilmeyer und Krebs erhielt ich nur 
etwa 18°/, der Menge, die mein verbessertes Verfahren ergab. 
Beim Verfahren von Heilmeyer und Krebs bleibt viel Sterco- 
bilin im ersten Ather, und spiiter geht viel bei der Fiallung mit 
CCl, verloren. Bei Beriicksichtigung dieser Fehlerquellen liBt 
sich nach meinem Verfahren Stercobilin ohne groBe Verluste er- 
halten. Offenbar haben Heilmeyer und Krebs meine Beschrei- 
bung tibersehen. Hitten sie den oben angegebenen Vergleich 
durchgefiihrt, wire sicher kein Zweifel an der Identitit der so er- 
haltenen Stercobiline entstanden. Wie Heilmeyer und Krebs 
das Urobilin aus Harn gewonnen haben, ist nicht niher erklart 
worden. Ihr fiir Stuhl beschriebenes Verfahren wire zur Isolierung 


1) IV. Mitteilung; I., II. und III. Mitteilung vgl. folgende Anmerkung. 


*) Diese Z. 204, 57 (1932). 5) Diese Z. 208, 101 (1932). 
4) Diese Z. 221, 145 (1938). 5) J. of biol. Chem. 105, 469 (1934). 


*) Diese Z. 228, 33 (1934). 
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des Harnurobilins sehr schwer verwendbar. Noch wichtiger als 


die Verhiltnisse der Ausbeuten ist die Tatsache, daB die Sterco- | 


biline von beiden keineswegs verschieden sind, wie von Heil- 
meyer und Krebs angenommen wurde, sondern vollkommen 
identisch. Diese Tatsache wurde durch Krystallvergleiche sowie 
durch Darstellung verschiedener krystallisierter Verbindungen be- 


wiesen. Da Heilmeyer und Krebs die Kantenwinkel ihrer | 
Krystalle nicht angeben, laBt sich ein krystallographischer Ver- | 


gleich nicht durchfiihren. Heilmeyer und Krebs hielten ihr 
Stercobilin bzw. Urobilin fir krystallographisch verschieden von 
dem von mir beschriebenen. Mit Ausnahme des Dichroismus, 


den sie nicht beobachtet haben, ist kein Unterschied zwischen | 
den Krystallen angegeben worden. Bei den von mir in der f 


I. Mitteilung beschriebenen Stercobilinkrystallen wurde von Herrn 
Prof. Steinmetz Dichroismus angegeben. Besser ausgebildete 


Krystalle wurden in der II. und III. Mitteilung von Herrn Prof. f 


Steinmetz und Herrn Dr. Hegemann untersucht. Hier ist 
Dichroismus nicht erwihnt worden. Bei den letzteren Unter- 
suchungen wurde ein Kantenwinkel, nimlich zwischen (100) und 
(110) zu 35° gemessen. Eine vergleichende Messung wurde von 
Heilmeyer und Krebs nicht berichtet. 

Vor kurzem wurde eine vorliufige Mitteilung iiber eine Hisen- 
chlorid-Molekilverbindung veréffentlicht. Letztere ist zur Identi- 
fizierung des Stercobilins bzw. Urobilins besonders empfehlenswert, 
da die Reaktion noch bei einem Ansatz von 1 mg des krystalli- 
sierten Stercobilins charakteristische Krystalle liefert. Die Krystalle 
bilden Tifelchen vom Typ eines Parallelepipedons. Die krystallo- 

graphische Untersuchung wurde in lebenswiirdigster 
a Weise von Herrn Prof. Gruner, Vorstand des Mine- 

ralogischen Instituts der Universitit Minnesota, durch- 

gefiihrt. An dieser Stelle méchte ich ihm herzlichst 
+. danken. ,,Die Krystillchen sind rhombisch an der 

Basis (Fig. 1). Der Winkel des Prismas (110):(110) 
betrigt ungefihr 80°. Die Ausléschung an der Basis 
halbiert diesen Winkel. Die Ausléschung ist im Ver- 
tikalschnitt der C-Achse parallel. Brechungsindizes 
1,64 < 1,69. Nihere Angaben sind wegen der GréBe 
und Formen der Krystalle unméglich.“ 

Identische Krystalle wurden aus Kotstercobilin und Harn- 
urobilin erhalten (Fig. 2 und 3, Taf. I). Dadurch ist die Identitat 
dieser Substanzen wieder bewiesen. 














Fig. 1. 
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Die Eisenchloridverbindung des Stercobilins bzw. Urobilins 
ist durch Wasser zerlegbar. Aus ihrer Liésung in Wasser libt 
sich das Chlorhydrat des Stercobilins mit CHCl, ausschiitteln. 
Aus CHCl, erhalt man wieder die charakteristischen Prismen des 
Chlorhydrats. Demnach ist keine Veriinderung im Molekiil des 
Stercobilins durch Behandlung mit Kisenchlorid eingetreten. Das 
Stickstoff—Hisen-Verhaltnis dieser Verbindung ist genau 4:1, was 
fir die Anwesenheit von 4 Pyrrolkernen im Stercobilin- bzw. 
Urobilinmolekiil spricht. 

Die Kisenchloridverbindung des Urobilins ist dem von 
H. Fischer, Baumgartner und Hess beschriebenen Ferrobilin 
aus Mesobilirubin analog. In gleicher Weise ist die Substanz 
durch methylalkoholische Salzsiiure veresterbar. Der Ester krystalli- 
siert in schénen Prismen vom Schmelzp.160—162°. Kine Methoxyl- 
bestimmung ergab 6,2°/, OCH,, was 2 Carboxylgruppen entspricht. 
Das Hisenchlorid bleibt im Ester enthalten. Die Krystalle dieses 
Ksters sind recht charakteristisch (Fig. 4, Taf. 1). Dariiber «~ 
hat Herr Prof. Gruner folgendes berichtet: ,,Parallele Aus- 
léschung. Krystalle zeigen oft Sanduhrstruktur (Fig. 5). 
Pleochroisch: Rétlichbraun-orange, d. h. also Schwingungen 
parallel den Prismen rétlichbraun, senkrecht dazu orange.“ 





Fig. 5. 


Als endgiiltiger Beweis fiir die Identitit des Stercobilins 
und Harnurobilins ist ein gemeinsames, schén krystallisierendes 
Bromhydrat dargestellt worden. Es krystallisiert in auBerordent- 
lich charakteristischen Formen, die schlanken Booten sehr ihneln 
(Fig. 6, Taf. I). Die Krystalle sind zur krystallographischen Messung 
gut geeignet. Fir die Untersuchung derselben ails 
bin ich Herrn Prof. Gruner nochmals zu Dank E A ee 
verpflichtet. ,,Gute Spaltbarkeit normal der Lings- [4 
richtung (Fig. 7). Eine weniger gute Spaltbar- FE 
keit scheint auch der Lingsrichtung parallel zu [7734 Sec!tung 
laufen. Brechungsindizes > 1,806; « nahe 1,81; He 
vy nahe 1,83; Doppelbrechung nahe 0,02. Op- 
tische Ebene parallel der Langsrichtung. Optisch 
negativ. Optischer Winkel 50—70°. Geringer Pleochroismus. 
Etwas gelber, wenn die Lingsrichtung der Schwingungsrichtung 
des unteren Prismas parallel ist.“ 

Natiirlich wurde noch durch die Riickverwandlung ins Chlor- 
hydrat der Beweis erbracht, daB kein Spaltprodukt des Sterco- 
bilins, sondern wirklich sein Bromhydrat vorlag. 















































Fig. 7. 
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Die in der ersten Mitteilung berichteten Analysen des Chlor- t — 


der. 


hydrats ergaben Werte von 4—5°/, Cl. Sie bezogen sich auf Krystalle, 
die aus Essigester gewonnen wurden. Spiiter aus CHCl, erhaltene 
Krystalle ergaben Werte von iiber 6°/, Cl. Noch spiiter ist von 
mir ein Cl-Gehalt von 9,2°/, mitgeteilt worden, und gleichzeitig 


habe ich die Méglichkeit der Anwesenheit von Krystall—Chloro- | 


form erwogen. Dies ist von Heilmeyer und Krebs offensicht- 
lich nicht beachtet worden. Sie haben etwa 10°/, Chlor gefunden 
und halten ihre Substanz demnach fiir ein Dichlorhydrat. Dies 


ist aber sicher nicht der Fall, das Chlorhydrat enthilt nur ein | 


Atom Cl. Aus Chloroform und aus Essigester erhaltene Krystalle 
wurden beziiglich ihres Cl-Gehaltes verglichen. Dabei wurde auch 


auf 65° im Exsiccator erwiirmt; die aus Chloroform erhaltenen [ 


Krystalle verloren viel mehr an Gewicht und wurden stets spiiter 
gewichtskonstant. Sie enthielten iiber 9°/, Cl. Bei den Krystallen, 


die bei 65° konstant getrocknet wurden, sank der Cl-Gehalt aut f 


5,4°/,. Diese Befunde lassen sich sowohl durch adsorbiertes als 


auch durch im Molekiil enthaltenes Chloroform erkliren. Fiir die f 


letztere Ansicht, d. h. eine lockere Chloroformverbindung des 
Stercobilins, sprach die Halogenanalyse der aus Essigester ge- 


wonnenen Krystalle. Diese wurden erst mehrmals aus Chloroform, f 


zuletzt einmal aus Essigester umkrystallisiert. Bei Zimmertempe- 
ratur konstant getrocknet, enthielten sie noch iiber 7°/, Cl, bei 
65° im Vakuum getrocknet, etwa 5,4°/, Cl. 

Simtliche Chlorbestimmungen des bei 65° getrockneten Chlor- 
hydrats ergaben Werte, die gut auf ein Atom Chlor stimmten. 
Auch die Halogenanalyse des oben beschriebenen Bromhydrats 
stimmt sehr gut auf ein Monobromhydrat. 

Friiher ist C,,H,,N,O, fiir das freie Stercobilin bzw. Urobilin 
vorgeschlagen worden. Heilmeyer und Krebs haben neulich 
die Formel C,,H,,N,O, als wahrscheinlicher angegeben, demnach 
ein Molekiil, das sich vom Mesobilirubinogen nur durch die Abwesen- 
heit zweier Wasserstoffatome unterscheidet. Mit Ausnahme des 
‘hlorgehalts, woriiber schon oben gesprochen wurde, waren die 
Analysenwerte von Heilmeyer und Krebs fiir C, H und N den 
friiher von mir angegebenen ibnlich. Jedoch ist ein genauerer 
Vergleich unméglich, da Heilmeyer und Krebs nur iber eine 
Analyse des Chlorhydrats berichtet haben. Wie von H. Fischer‘) 
betont wurde, sind Werte, die sich auf die freie Substanz beziehen, 


‘) Persénlich mitgeteilt. 
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 wesentlich zuverlissiger. Nunmehr ist es méglich, die Ergebnisse 
der Elementaranalysen von 5 verschiedenen krystallisierten Sterco- 


bilin- bzw. Urobilinverbindungen zu vergleichen, namlich. die freie 
Substanz, das Chlorhydrat, das Bromhydrat, die Eisenchlorid- 
Molekilverbindung des Chlorhydrats und deren Ester. Wegen 
der oben beschriebenen Zerlegbarkeit in Wasser sind die Kisen- 
chloridverbindungen bis jetzt nur aus stark HCl-haltigen Lésungs- 
mitteln umkrystallisierbar. Wahrscheinlich aus diesem Grunde 
ergaben die Cl-Analysen fiir beide Substanzen héhere Werte als 
die Theorie. Die Analysen des Esters der EKisenchloridverbindung 
stimmen vielleicht besser auf ein Dichlorhydrat. 

Die spiiteren Analysen des freien Stercobilins sowie seiner 
oben erwihnten Verbindungen zeigen, daB weniger Sauerstofi als 
friher angenommen im Molekiil enthalten ist. Aber auch heute 
ist noch nicht bestimmt zu entscheiden, ob 6 oder 7 Sauerstoff- 
atome vorhanden sind. Wie unten zu sehen ist, stimmen die 
Analysenwerte zum Teil besser auf die grundlegende Formel 
C,,H,,N,O,, zum Teil aber besser auf C,,H,,.N,O,. Schwieriger 
ist die letztere Formel theoretisch zu erkliren, da sie einem 
Reduktionsprodukt des Mesobilirubinogens entsprechen wiirde. 
Wie allgemein bekannt, entsteht das Urobilin sicherlich nicht 
durch Reduktion aus dem Mesobilirubinogen. 

Die berechneten Werte fiir die Formel ©,,H,,N,O,, die von 
Heilmeyer und Krebs als wahrscheinlicher betrachtet wurde, 
stimmen mit den unten angegebenen Werten, besonders fir die 
freie Substanz, nicht iiberein. 

In der IJ. Mitteilung iiber das krystallisierte Stercobilin habe 
ich iiber die Absorptionskurve sowie das Absorptionsverhiltnis 
des Chlorhydrates berichtet. Die erhaltenen Werte bezogen sich 
auf eine alkoholische Lisung und wurden mit Hilfe eines Kénig- 
Martensschen Spektrophotometers gewonnen. Wabhrscheinlich 
ist der damals benutzte Alkohol fast 100°/, ig gewesen, obgleich 
die genaue Konzentration nicht festgestellt wurde. Zu jener 
Zeit ist die Konzentration des Alkohols fiir die Absorption des 
Stercobilins nicht beachtet worden. 

Die damals angegebene Absorptionskurve zeigte einen Knick 
bei 490 my und stieg dann etwas an. Nach der Formel c = ¢-A 
betrug A,,, rund 0,00005. Nun haben Heilmeyer und Krebs 
mit dem nach ihrer Methode dargestellten Stercobilin bzw. Uro- 
bilin eine abweichende Absorptionskurve und auch ein kleineres 
Absorptionsverhiltnis, niimlich etwa 0,00001, gefunden. Selbst- 
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verstiindlich wiirde das letztere unter gleichen Bedingungen einer 

5mal gréBeren Farbstirke entsprechen. Deswegen haben Heil- } 
meyer und Krebs ihr Stercobilin fiir verschieden von dem meinigen | 
gehalten. Sie sind aber beide gleich, wie die Darstellung der 
charakteristischen Krystalle des Bromhydrats sowie der Kisen- f 


chloridverbindung bewiesen hat. Demgemif muBte dieser an- 
scheinend groBe spektroskopische Unterschied anders  erklirt 
werden. Durch ein friiher unbekanntes spektroskopisches Ver- 
halten des Stercobilins baw. Urobilins gegen gewisse Veriinderungen 
seiner alkoholischen Lésungen ist dieser Unterschied in der Tat 
aufgeklirt worden. Lést man 1 mg des wiederholt umkrystalli- 


sierten Stercobilinchlorhydrats in 100 ccm absolutem Alkohol, so f 


zeigt die Lésung verwaschene Absorption zwischen 475 und 450 mu, 


max. bei 460 mu. Fast keine Absorption ist in der gewohnlich f 


fir das Urobilin bezeichneten Gegend bei 490 my zu _ sehen. 
Jedoch fehlt eine Absorption bei max. 490 my nicht vollkommen, 
nur ist sie beim Vergleich mit einer wiBrigen Lésung der gleichen 
Konzentration verhaltnismaBig sehr schwach. Kine wiBrige Lésung, 
die 1 mg-°/, Stercobilin enthilt, zeigt einen sehr intensiven Ab- 
sorptionsstreifen bei max. 490 mu. Hier ist die verwaschene 
Absorption bei max. 460 mu noch vorhanden, aber verhiltnis- 
maBig schwach. Wird die absolut alkoholische Liésung bis zu 
95°/, Alkohol mit destilliertem Wasser verdiinnt, so erscheint eine 
deutliche Absorption bei max. 490 mu, welche aber bei weitem 
nicht so stark ist wie im Wasser. Bei weiterer Verdiinnung bleibt 
die verwaschene Absorption bei max. 460 mu ungefihr gleich; 
dagegen wird der Streifen bei max. 490 muy viel intensiver. Das 
spektroskopische Verhalten des krystallisierten Stercobilins in 
verschiedenen Liésungen ist in Fig. 8, Taf. Il zu sehen. Gleichgiiltig 
ist, ob man zu dieser Untersuchung das aus Essigester oder aus 
Chloroform umkrystallisierte Chlorhydrat, das Bromhydrat oder 
das freie Stercobilin benutzt. Der beschriebene EKinflu8 des reinen 
Alkohols auf die Absorption des Stercobilins ist gleich. Dieselbe 
ausgezeichnete Verstirkung der Absorption bei max. 490 mu er- 
folgt auch nach geringem Ansauern der absolut alkoholischen 
Lésung mit Kisessig. A,,, bleibt ungefihr gleich. Um diese 
Verhaltnisse niher kennen zu lernen, wurden die Absorptions- 
verhaltnisse A,,, und A,,, bei verschiedenen Alkoholkonzentrationen 
spektrophotometrisch gemessen. Bei der Abnahme des Alkohol- 
gehalts nimmt A,,, bis zu 25°/, Alkohol stark zu. Die entsprechen- 
den Kurven sieht man in Fig. 9. 
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Offenbar unterdriickt der reine Alkohol die bei 490 my lie- 
sende Absorption des Stercobilins. Dadurch sind die verschiedenen 
Ergebnisse der von mir und von Heilmeyer und Krebs durch- 
cefiihrten spektrophotometrischen Studien sicherlich zu erkliren. 
Nach den in Fig. 9 geschilderten Kurven entspricht die von 
Heilmeyer und Krebs angegebene Kurve entweder einer be- 
deutend weniger als 90°/, Alkohol enthaltenden Lésung, oder 
einer stiirkeren Alkohollésung, die aber durch Siure verunreinigt 
ist. Die von mir friiher angegebene Kurve, sowie das Absorptions- 
verhaltnis entsprechen einer Lisung mit mehr als 95°/, Alkohol. 
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Dieses Phinomen ist noch nicht erklirt worden. Méglicher- 
weise handelt es sich um eine Molekiilverbindung des Stercobilins 
mit dem Alkohol. Den spektroskopischen Erscheinungen ent- 
sprechend besitzt die absolut alkoholische Lésung des Sterco- 
bilins eine deutlich gelbere Farbe als die wibrige oder CHCl,- 
Lésung des Stercobilins. Wie aus Fig. 8, Taf. IT zu ersehen ist, liegt 
der Streifen der CHCl,-Liésung etwas weiter rotwarts, nimlich 
bei max. 496 mu. 

Uber die Méglichkeit des Entstehens einer locker gebundenen 
CHCl,-Molekiilverbindung des Stercobilins wurde schon oben ge- 
sprochen. Vielleicht ist der abweichende spektroskopische Befund 
der CHCl,-Lésung dadurch zu erkliren. Bekannterweise liezen die 
Absorptionsstreifen verschiedener Verbindungen des Stercobilins 
bzw. Urobilins weiter rotwirts als es beim Stercobilin selbst der 
Fall ist. Die Maxima der Streifen der Zn-, Cu-, Hg- und Na-Ver- 
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bindungen wurden fiir die 95°/, igen alkoholischen Lésungen wie [ 
folgt gemessen: Zn: 506,3 mu; Cu: 515,2 mu; Hg: 512,9 my; Na: f 


511,2 my. Interessanterweise hat Alkohol den gleichen Einflug 


auf die spektroskopische Erscheinung der Natriumverbindung, [ 


der bei der freien Substanz sowie beim Chlorhydrat und Brom- 
hydrat beobachtet wurde. Man sieht nimlich in einer verdiinnten 


bei einer Verdiinnung auf 90°/, Alkohol wird dieser Streifen ver- 
haltnismaiBig intensiv. Auch umgekehrt, d. h. beim Zufiigen von 
viel absolutem Alkohol zu einem Tropfen einer Liésung des Sterco- 
bilins in 10°/, iger Natronlauge verschwindet die Absorption bei 
max. 510 mu und erscheint die verwaschene Absorption bei max. 
460 mu. Nach Zufiigen einiger Tropfen destillierten Wassers er- 
scheint wieder der Streifen bei max. 510 mu. Héchstwahrschein- 
lich handelt es sich bei dieser Erscheinung um eine Alkoholyse 
der Natriumverbindung. 

Schon friiher ist von mir iiber die mindestens ebenso groBe 
Farbstirke des Aldehyd-Kondensationsprodukts berichtet worden, 
welches nach Amalgamreduktion des krystallisierten Stercobilins 
erhalten wurde. Heilmeyer und Krebs haben das Stercobilin 
nach dem ‘l’erwenschen Verfahren mit Mohrschem Salz reduziert. 
Dariiber sagen sie: ,,Die Versuche zeigen auf jeden Fall, daB sich 
das Stercobilinpraparat quantitativ zu Mesobilirubinogen reduzieren 
laBt.« Obne nach einer solchen Reduktion krystallisiertes Meso- 
bilirubinogen krystallographisch oder durch Schmelzpunktsbestim- 


mungen eindeutig zu identifizieren bleibt diese Angabe ohne Be- § yng 
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deutung. Eine solche Identifizierung ist von Heilmeyer und Krebs 
nicht beschrieben worden. Friiher sind wiederholte Versuche, ein 
krystallisiertes ,,-gen“‘ nach der Amalgamreduktion des Stercobilins 
zu erhalten, erfolglos gewesen. Doch wurde damals gezeigt, dai 
die charakteristischen Krystalle des Mesobilirubinogens noch bei 
einem Ansatz von nur 10 mg Bilirubin erhalten werden. Dagegen 
konnten damals aus einem Ansatz von 50 mg des krystallisierten 
Stercobilins keine Krystalle erhalten werden. Da diese Menge 
vielleicht doch noch zu klein sein kiénnte, ist nun eine Amalgam- 
reduktion von 250 mg des wiederholt umkrystallisierten Sterco- 
bilins durchgefiihrt worden. Trotz der reichlichen Bildung eines 
schneeweiBen ,,-gens“, das eine sehr intensive Khrlichsche Reak- 
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tion gab, konnte diese Substanz nicht krystallisiert erhalten werden. 
' Die Leukoverbindung des Stercobilins hat also nicht die gleiche 
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Krystallisationsfahigkeit wie Mesobilirubinogen und ist mit dem Meso- 
pilirubinogen héchstwahrscheinlich nicht identisch. Diese Ansicht 
wurde ferner durch folgende Tatsache erhirtet. Die farblose 
Leukoverbindung des Stercobilins liBt sich zum Teil zum Sterco- 
bilin riickverwandeln, wenn man es in der Luft stehen lift. Wie 
unten niher beschrieben wird, l4Bt sich das natiirliche Urobilin 
nicht aus Mesobilirubinogen erhalten, sondern es entsteht an- 
scheinend ein anderes Urobilin. 


H. Fischer und Meyer-Betz’) haben das Harnurobilinogen 
in krystallisiertem Zustand isoliert. Die so gewonnenen Krystalle 
erwiesen sich mit Mesobilirubinogen identisch. Da das natiirliche 
Urobilin vom Urobilinogen bzw. Mesobilirubinogen stammt, sollte 
man erwarten, aus Mesobilirubinogen durch Behandlung mit Luft 


und Licht ein Urobilin darstellen zu kénnen, das mit der aus 
- Harn und Stuhl isolierten Substanz identisch ist. In einer friiheren 
_ Mitteilung habe ich schon iiber eine so erhaltene, im Habitus des 
| natiirlichen Urobilins krystallisierende, Substanz kurz berichtet. 
| Soweit die sehr schlechten Ausbeuten dies gestatten, ist sie nun 
| eingehender studiert worden. Dabei hat sich ergeben, daB die 
| aus Mesobilirubinogen kiinstlich dargestellte Substanz, die unten 
| als K-Urobilin bezeichnet wird, vom natiirlichen Urobilin in 


mannigfacher Weise verschieden ist. Die Krystalle lassen sich 


| aus CHCl, umkrystallisieren, wie es beim natiirlichen Urobilin 


auch der Fall ist. Jedoch ist die Substanz offensichtlich nicht 


so stabil wie das natiirliche Urobilin. Wahrscheinlich sind des- 
_ wegen die Ausbeuten schlecht. Die Krystalle sind immer rétlicher 
z und nie so gelb wie diejenigen der natiirlichen Substanz. Die 
| Krystallform scheint verschieden zu sein. Wie in Fig. 10, Taf. I 
' za sehen ist, sind die Krystalle viel kiirzer und dicker als die- 
_jenigen des natiirlichen Stercobilins. Die bis jetzt erhaltenen 
| Krystalle sind fir eine genaue krystallographische Untersuchung 
| za klein. Sie wurden wie folgt von Prof. Gruner beschrieben: 
| ,Die Krystalle sind auBerordentlich klein, haben aber gute recht- 
| eckige oder quadratische Umrisse. Parallele Ausléschung. Ungefihre 
_ Brechungsindizes etwas kleiner als 1,83. 


Zur Entscheidung der Identitit wurde versucht, die oben 
beschriebenen krystallisierten Verbindungen des natiirlichen Uro- 





8) Diese Z. 75, 232 (1911). 
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bilins auch aus dem K-Urobilin zu erhalten. Vorversuche mit 
dem krystallisierten Stercobilin hatten gezeigt,daB die Kisenchlorid- 
verbindung sowie die freie Substanz und das Bromhydrat leicht 
krystallisiert zu erhalten sind unter Anwendung bedeutend kleinerer 
Mengen als beim K-Urobilin zur Verfiigung standen. Aus diesen 
Versuchen ergab sich in eindeutiger Weise, daB das K-Urobilin 
sich vom natiirlichen Urobilin bzw. Stercobilin durchaus verschieden 
verhilt. Die Krystallisationsfihigkeit der freien Base ist bei 
weitem nicht so gut wie es bei der natiirlichen Substanz der 
Fall ist. Unter den gleichen Bedingungen wurde das freie K-Uro- 
bilin rétlicher, und es fiel aus CHCl, nur zum Teil krystallisiert 
aus. Die Krystalle hatten die Form schlecht ausgebildeter Prismen, 
die den Nadeln der natiirlichen freien Substanz nicht besonders 
ibnlich waren. Gegen Bromwasserstoffsiiure verhielt sich das 
K-Urobilin vom natiirlichen Urobilin sehr verschieden, und zwar 
durch einen Farbumschlag nach Rot. Die Lésung zeigte nunmehr 
Absorption vom Typ des Mesobiliviolins, niimlich bei max. 600 mn, 
sowie intensive ,,Urobilin“-Absorption bei max.490 mu. Das Brom- 
hydrat konnte nicht krystallisiert erhalten werden. Beim Versuch, 
die Kisenchloridverbindung zu gewinnen, zeigte sich wieder das 
K-Urobilin als bestimmt weniger stabil als das natiirliche Uro- 
bilin. Hier wurde die amorph ausgefallene Verbindung schmutzig 
braun-griinlich ohne eine Spur von Krystallisation. Dagegen 
wurde die EKisenchloridverbindung bei einem kleineren Ansatz des 
natiirlichen Stercobilins schén krystallisiert erhalten. 

Sowohl spektroskopisch als auch durch Fluorescenz in a'- 
holischer Zinkacetatlésung ist das K-Urobilin vom natiirlic 
Urobilin nicht zu unterscheiden. Wegen der oben beschriebenen 
Unterschiede sind die Substanzen jedoch héchstwahrscheinlich 
verschieden. Um diesen Unterschied zu erkliren, miissen die Be- 
dingungen zur Entstehung des natiirlichen Urobilins bzw. Sterco- 
bilins weiter studiert werden. Selbstverstindlich ist auch die 
EKlementaranalyse des K-Urobilins, die wegen Substanzmangels 
noch nicht méglich war, zu dieser Aufklirung sehr wichtig. 

Das von mir isolierte natiirliche Stercobilin ist von Herrn 
Geh. Rat H. Fischer in hebenswiirdigster Weise untersucht worden. 
An dieser Stelle méchte ich ihm fiir seine mir brieflich zur Ver- 
fiigung gestellten Resultate dieser Untersuchung herzlichst danken. 
Sein Bericht folgt: ,,Die Watsonschen Priiparate gaben nacl 
Umkrystallisieren und Trocknen bei 60° nie mehr als 1 Atom 
Chlor. Die krystallographische Untersuchung durch Herrn Prof. 
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Dr. Steinmetz sowie Herrn Dr. Hegemann ergaben iiberein- 
stimmende Resultate. Ein genauer krystallographischer Vergleich 
‘mit dem Praiparat Heilmeyers ist leider nicht méglich mangels 
_Angabe der Kantenwinkel seiner Krystalle. Im iibrigen ergibt der 
Vergleich der Abbildung des Priparates Heilmeyers sowie des- 
jenigen von Watson ohne weiteres die bessere Ausbildung der 
Watsonschen Priparate. Bei der katalytischen Hydrierung werden 
durchschnittlich 2,1 Atom Wasserstoff aufgenommen, also scheint 
im Stercobilin keine Vinylgruppe vorhanden zu sein.“ 


Versuche. 


Eisenchlorid-Molekilverbindung des Stercobilins bzw. Uro- 
bilins. 35mg aus Chf.*) umkrystallisiertes Stercobilin-Chlorhydrat wurden in 
einem kleinen Reagenzglas in 4 ccm 25°/, iger HCl gelést und im siedenden 
Wasserbad kurz erhitzt. 0,1 g FeCl, in 1 cem heifer 25°/, iger HCl wurde 
tropfenweise unter stindigem Riihren mit einem Glasstab zugegeben. Die 
Molekiilverbindung flockte erst amorph aus, ging dann wieder in Lésung. 
Die Krystallisation begann sofort (bei kleineren Ansitzen, d. h. weniger als 
2mg, dauert es im allgemeinen einige Stunden, bis die Krystalle erscheinen). 
Nach Stehen iiber Nacht wurden die rostrot schimmernden Krystalle ab- 
filtriert. Ausbeute 832mg. In Wasser spielend léslich. Hierbei wird die Sub- 
stanz aber offenbar zerlegt. Libt man einen Tropfen der die Krystalle 
enthaltenden Mutterlauge auf einem Objekttriiger trocknen, so zerflieBen 
die Krystalle. Dafiir ist sicherlich die Lésung im zuriickbleibenden Wasser 
nach der Verfliichtigung der Salzsiure verantwortlich. Die EKisenchlorid- 
verbindung ist aus 10°/, iger Salzsiure nicht krystallisiert zu erhalten. Nach 
Eindampfen eines Chf.-Auszugs einer wiBrigen Loésung wurden Krystalle 
des Stercobilinchlorhydrats in reichlicher Menge wiedergewonnen, Wegen 
dieser Zerlegbarkeit ist die Substanz bis jetzt nur aus 25°/, iger Salzsiiure 

_ystallisierbar. Sie schmilzt bei 187—190° unter Zers. und starkem 
vu.uerigem Sintern. Zwecks eines Vergleichs wurden einige Milligramme 
des Harn-Urobilins dem oben beschriebenen Verfahren unterworfen. Von 
ihm wurden 25 mg krystallisiert aus 7 Liter Harn eines an Hepar Loba- 
tum, schwer leidenden Patienten isoliert. 

Edie Krystalle der Eisenchloridverbindung, die aus diesem Urobilin 
unter Anwendung des obigen Verfahrens gewonnen wurden, erwiesen sich 
mit denen aus Stercobilin vollkommen identisch (Fig. 2 und 3, Taf. I). 

Die aus dem Stercobilin dargestellte Verbindung wurde im Vakuum iiber 
Atzkali bei 70° zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der besseren Ubersicht 
halber werden siimtliche Analysenresultate nebeneinander unten angegeben. 

Ester der Eisenchloridverbindung. Etwa 40 mg der krystallisierten 
Eisenchloridverbindung wurden in 4 ccm kalt mit trockenem HCl-Gas ge- 
sittigtem Methylalkohol gelést, die Lésung im siedenden Wasserbad etwas ein- 
gedampft und iiber Nacht stehen gelassen. Reichliche Krystallisation rhom- 
bischer rostroter Prismen (Fig. 4, Taf.I), Ausbeute 20mg. Sie lassen sich etwas 
schwerer aus HCl-haltigem Methylalkohol umkrystallisieren. Schmelzp. 160 








% Chf. = Chloroform. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIII. 
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bis 162° (unter Zers. und kurz vorherigem Sintern). Die alkoholische Lésung 4 


der geschmolzenen Substanz hat eine dunkel-violette Farbe. Interessanter. 


weise war nunmehr eine dem Mesobiliviolin ihnliche Absorption vorhanden; — 


I. 608,3—587,2; Il. 574,0-546,8; TI. 513,6—444,0. 
597,5 mu 561,5 mu 486,3 mu 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, I. 











Mit alkoholischer Zinkacetatlésung wurde lachsfarbige Fluorescen 
beobachtet. Die Absorption dieser Lésung war: 


i. 633,4—620,8; II. schwach bei max. 576,0my;_ III. 518,8—471,8, 
627,5 mu 493,0 mu 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, I. : 








Die Streifen I und II waren mit denen eines aus Kot isolierten Kopro- 
mesobiliviolins in alkoholischem Zinkacetat vollkommen identisch. Bei dieser 
Untersuchung wurden die Absorptionsspektren der zwei Lésungen in einem 
Zeissschen Vergleichsspektrometer iibereinander projiziert. 

Zur Analyse (vgl. unten) wurde dieser Ester im Vakuum iiber Atzkali 
bei 70° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Bromhydrat des Stercobilins bzw. Urobilins. 36 mg des aus Chf. 
umkrystallisierten Chlorhydrats, in wenig verdiinnter Soda gelést, wurden 
in einem kleinen Scheidetrichter zunichst mit Eisessig eben angesiuert und 
sofort mehrmals mit Chf. ausgeschiittelt. Die freie Base wurde zum gréBten 
Teil extrahiert. Die Chf.-Lésung wurde filtriert und wiederholt mit 34 °/,iger 
Bromwasserstoffsiiure extrahiert. Das Bromhydrat ging nur langsam nach 
oben. Die bromwasserstoffsaure Lésung wurde mit destilliertem Wasser 
4 fach verdiinnt. Nun wurde das Bromhydrat mit Chf. fast quantitativ ent- 
fernt. Die Chf.-Lésung wurde durch mit Chf. angefeuchtetes Papier filtriert 
und auf dem Wasserbad bis auf ein kleines Volumen eingeengt, dann in 
verhiltnismiBig viel Petrolither eingegossen, wobei Bromhydrat quantitativ 
fallt. Es ist in Chf. léslicher als das Chlorhydrat und zeigt daraus keine 
gute Krystallisationsfihigkeit. Aus Essigester wurde das Bromhydrat schén| 
krystallisiert erhalten. Dazu wurde es durch wiederholte Extraktion mit 
kleinen Mengen heiBen Essigesters allmiihlich gelést. Nach Eindampfen 
und Abkiiblen fielen 18 mg Bromhydrat krystallisiert aus. Sehr eigenartige, 
bootihnliche Prismen (Fig. 6, Taf. I), dfters mit querlaufenden Spaltungs- 
linien. Sie lassen sich leicht aus hei®em Essigester umkrystallisieren. Schmelz- 
punkt 145—150" unter Zers. und vorherigem Sintern ab 135° Die wieder-| 
holt umkrystallisierte Substanz ist hell gelb-orange. Zur Analyse wurde sie! 
im Vakuum iiber P,O, bei 65° zur Gewichtskonstanz getrocknet. Aus etwa| 





11 mg Chlorhydrat des Harn-Urobilins wurden ebenfalls 6 mg Bromhydrat} 
erhalten. Die Krystalle erwiesen sich mit den aus dem Stercobilin ge- 


wonnenen volikommen gleich 


angesiiuert und wiederholt mit Chf. extrahiert. Die Chf.-Lésung wiederholt 


mit 25°/, iger Salzsiure geschiittelt. Die Salzsiurelésung wurde mit destil-| 
liertem Wasser auf das 4 fache verdiinnt und wiederholt mit Chf. extrahiert. | 





Die Chf.-Lésung wurde mit Na,SO, oberfiichlich getrocknet, filtriert und | 
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‘bis auf ein sehr kleines Volumen auf dem Wasserbad eingeengt. Das 
‘)Chlorhydrat wurde in der iiblichen Weise mit Petrolither gefallt, filtriert 
und in wenig hei8em Chf. gelést. Beim Abkiihlen reichliche Krystallisation. 
\Ausbeute 8 mg. Die Krystalle waren von denen des Stercobilinchlorhydrats 

Fhicht zu unterscheiden. Nach der oben beschriebenen Methode wurden die 

‘charakteristischen Krystalle der Eisenchloridverbindung leicht erhalten. 

‘Demnach ist keine Spaltung des Stercobilins bzw. Urobilins durch Brom- 


“wasserstoffsiiure eingetreten. 


Vergleich des Isolierungsverfahrens von Heilmeyer und 
‘Krebs mit meinem verbesserten: Der gesamte Kot von 8 Tagen von 
‘einer an Lebercirrhose und himolytischer Animie leidenden Patientin wurde 
‘in der itiblichen Weise mit Eisessig—Ather aufgearbeitet. Von diesem Extrakt 
‘wurde die eine Hilfte nach meinem verbesserten Verfahren®) weiter auf- 
‘gearbeitet, die andere Hilfte nach dem von Heilmeyer und Krebs’). Die 
‘verschiedenen Stufen jedes Verfahrens werden unten schematisch angegeben. 
*Besonders bei der Aufarbeitung nach H. und K. wurde die Extraktion solange 
‘wiederholt, bis Farbe und Fluorescenz mit alkoholischer Zinkacetatlisung 
‘verhiltnismibig sehr schwach wurden. 

. Das H.-K.sche Verfahren ist unter b dargestellt. Man sieht sofort, 
tdaB groBe Verluste (bei c und d) vorkamen; es blieb viel Stercobilin im 
‘ersten Ather, und es fiel bei der CCl,- Fallung mehr Stercobilin aus als 
‘in der Lésung enthalten blieb. Bei meinem Verfahren®) wurden diese sonst 
‘verlorenen Mengen zum gréBten Teil erhalten. 

Die Ausbeute nach meinem Verfahren war 0,348 g gegeniiber 0,061 g 
mach H. und K. Ich gewann 0,206 g Stercobilinchlorhydrat bei Anwendung 
“meines Prinzips aus den Riickstiinden der Lisungen, die bei der H.-K.schen 
-Methode vernichtet wurden. 

Beziiglich der wirigen Extraktion des Stercobilins aus Chf., die zur 
‘Trennung des Stercobilins und Kopromesobiliviolins sehr wesentlich ist, 
muh folgendes noch erwihnt werden. Wie friiher betont wurde, ist das 
‘freie Stercobilin in Wasser etwas léslicher als das Chlorhydrat. Beim Vor- 
thandensein einer gréSeren Menge LEisessig ist aber das Chlorhydrat auch 
zum Teil aus Chloroform mit Wasser extrahierbar. Die wibrige Extraktion 
ides freien Stercobilins aus Chloroform wird auch beim Vorhandensein von 
Eisessig bedeutend wirksamer. 


Das nach H. und K. gewonnene Stercobilinchlorhydrat lieB sich aus 
Chf. umkrystallisieren. Die so erhaltenen Krystalle gleichen genau den nach 
‘meinem Verfahren erhaltenen im iiuBeren Habitus (Fig. lla u. b, Taf. D 
‘und bei der krystallographischen Messung (Prof. Gruner): ,,Die Krystalle 
‘des Stercobilinchlorhydrats, die in dieser Arbeit verwandt wurden, sind 
‘noch einmal goniometrisch gemessen worden. Sie scheinen in jeder Hinsicht 
‘nit den in den friiheren Mitteilungen beschriebenen identisch zu sein. Auch 








‘die nach der H.-K.schen Methode gewonnenen Krystalle scheinen gleich- 


‘fal lls mit diesen identisch zu sein.“ Die sehr charakteristischen Ky stalle 
‘der Kisenchloridverbindung und des Bromhydrats lieBen sich auf die oben 


Ibeschriebene Weise aus dem nach H. und K. erhaltenen Stercobilin glatt 
‘darstellen. Sie erwiesen sich mit den nach meiner Methode isolierten als 
leweifellos identisch. Die Krystalle der Eisenchloridverbindungen aus beiden 
pMethoden sind in Fig. 12a u. b, Taf. I zu sehen. 


4* 
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a) Meine Methode 


C. J. Watson, 


Eisessig—Atherextrakt 
| | b) Heilmeyer-Krebssche Methode 





7 
Abdestillieren des Athers 
im Vakuum. 
Essigsaurer Riickstand 


| 


c) Ather wurde nach den 
Wasserausziigen im 
Vakuum abdestilliert. 
Essigsaur. Riickstand 


y | 
6 Vol. 2°, HCl Y 

| Niederschlag 6 Vol. 2°/, HCl 
| { Fettsiuren Von hier an weiter 
| { Koprosterin wie bei a) behandelt. 
Y derivate Ausbeute: 0,095 g 

Filtrat 

Na-Acetat bis Congo 
negativ. 
5 x mit Ather extrahiert 

Porphyrine 7 
| Ather J Viel re 
Y Wenig Stercobilin 


WiBrige Lisung. Dest. 
Wasser (wenig Stercobilin) 


| 
| 


u 
CHCl, 


| 


7 
Destilliertes Wasser. 
Mit 25 °/,iger HCl an- 
gesiuert (bis 6—8 °/,) 

Y 

. CHCl, 

Uber Na,SO, getrocknet. 

Auf dem Wasserbad ein- 
geengt 


Y 
10 x Petrolither. 
Ausgefiilltes Stercobilin- 
HC] in wenig heiBem CHC1, 
wieder gelést. Nach einiger 
Zeit Krystallisation. 
Ausbeute: 0,348 g. 


H,O <- { in CHCI,-Eis- 
HCl 25°), essig gelést 
Mit H,O auf das 
4 fache verdiinnt 


7 CHCl, 

Uber Na,SQ, getrock- 
net. Auf dem Wasser- 
bad eingeengt 
| 


d) Dest. Niederschlag 


i 
10 x Petroliither. 
Niedersehlag in heiBem 
CHCl, gelést. Eingeengt. 
Ausbeute: 0,111 g. 


| 40 Ausziige 
Y 
Wasser 


| 30 Ausziige 
Y 
CHCIi, 


| 17 Ausziige 
‘i 


25°), HCl 


Yv 


Mit H,O auf das 
4 fache verdiinnt 


| 


Y 

. CHCl, 

Uber Na,SO, ge- 
trocknet, filtriert und 
auf dem Wasserbad 

eingeengt 


Y 
10 x Petrolither. 
Ausgefilltes Sterco- 
bilin-HCl in wenig 
heiBem CHC], gelést 


| 
Y 
2 x CCl, zugegeben. 
Nach Abkiihlen 
Filtration. 
Filtrat 


7 


10 x Petrolither. 
Ausgefiilltes Sterco- 
bilin-HCl wurde ab- 
genutscht, mit Pe- 
trolither gewaschen, 

luftgetrocknet 


Y 
Wieder in wenig 
heiBem CHCI, gelést. 
Keine Krystallisa- 
tion iiber Nacht, bald 
aber nach Impfung. 
Ausbeute: 0,061 g. 
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Absorptionsverhaltnisse des Stercobilinchlorhydrats fiir 
Alkohol, Wasser und verschiedene Miscbungen der 2 Lésungsmittel: Zu 
dieser Untersuchung wurde ein Kénig-Martenssches Spektrophotometer 
benutzt, fiir dessen Benutzung ich Herrn Dr. Ferrari, General Mills Research 
Laboratory in Minneapolis, herzlichst danke. Ihm sowie Elizabeth Croze 
bin ich fiir ihre Hilfe bei den unten angegebenen Bestimmungen zu Dank 
verpflichtet. Als Lichtquelle diente eine Wolfram-Punktlampe, die das Licht 
nicht direkt lieferte, sondern durch Reflexion eines Lichtbehiilters, dessen 
innere Wiinde mit Magnesiumoxyd bestrichen waren. Es wurde durchwegs 
eine Spaltbreite von 0,8mm angewendet. Um die Stercobilinlésungen ins Spek- 
trophotometer zu bringen, dienten Quarzkiivetten von 1 oder 2 cm Dicke. 

Eine absolut alkcholische Stammlésung des Stercobilinchlorhydrats 
wurde hergestellt. 100 ccm dieser Lésung enthielten 1,075 mg der aus Essig- 
ester umkrystallisierten Substanz, die bei 65° zur Gewichtskonstanz getrocknet 
wurde. Aus dieser Lisung wurden die unten angegebenen Verdiinnungen 
des Alkohols sowie des Stercobilins bereitet. Fiir jede Alkoholverdiinnung 
wurde eine vergleichbare Verdiinnung des Alkohols ohne Stercobilin her- 
gestellt zwecks Fillung des Kontrollréhrchens des Spektrophotometers. 
AuBerdem wurden 1,221 mg Stercobilinchlorhydrat in 100 cem destillierten 
Wassers gelést. Diese Lésung diente zur Bestimmung des Absorptions- 
verhiltnisses des Stercobilinchlorhydrats in Wasser. Um die Substanz in 
Wasser vollkommen zu lésen, mufte das Wasser erwiirmt werden. Nach 
der Formel c = e-A sind folgende Absorptionsverhiiltnisse fiir die ver- 
schiedenen Lésungsmittel gefunden worden (vgl. Mitteilung II, 3). 























490 mu 460 m 
0/ -Alk “ 
lo ohol d c : | A ’ ) A 
| 
100 2 1,0750 0.2203 | 0,0000487} 0,4471  0,0000240 
90 2 0,9675 0,4748 | 0,000 020 4 0,4743  0,0000204 
80 2 0,8600 0.5790 | 0,0000148] 0,3586 | 0,0000238 
70 2 0,7525 0,6372 | 9,000011 8 0,3246 | 0,0000232 
60 2 0,6450 0,6958 | 0,0000092] 00,2641 | 0,0000244 
50 2 0,5875 0,6340 | 0,0000084 | 0,2321 | 0,0000231 
25 2 0,2687 0,3954 | 0,0000068} 0,1252 | 0,0000214 
, ow 1 1,2210 1,7549 | 0,000 006 9 0,5970 | 0,0000204 
(dest. Wasser) 


Um diese Erscheinungen noch vorsichtiger durchzupriifen, wurden die 
Absorptionsverhiltnisse nochmals gemessen, und bei dieser Messung wurde 
ein absoluter Alkohol benutzt, der von einer anderen Firma bezogen wurde. 
Aigo SOWie A,,, wurden nach Verdiinnungen dieses Alkohols zwischen 100 
und 80°/, wieder gemessen. Wie unten zu sehen ist, sind die Verhiiltnisse 
ungefiihr die gleichen. 

















0/,-Alkohol d e 490 mu “-" mu 
i 
—__——————— ———S SS SSS SS SS | ————— —— = 
100 2 | 1,3850 | 0,2978 | 0,0000465| 0,5307 | 0,0000261 
95 2 1,3154 0,4544 | 0,0000289 0.5273 | 0,0000249 
90 2 1,2465 0,6808 | 0,0000183 0,5119 | 0,0000243 
2 7 0,000 0122 0,4899 | 0,0000240 
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Ajo) wurde auch fiir das aus CHCl, umkrystallisierte, bei 65° tiber P.O, 
im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknete, freie Stercobilin gemessen, 
Zu dieser Untersuchung wurden zwei zu verschiedenen Zeiten hergestellte 
Stercobiline benutzt. Das eine wurde etwa 4 Monate vorher isoliert und 
umkrystallisiert. Wihrend dieser Zeit blieb die Substanz bei Zimmertempe- 
ratur im Dunkeln stehen. Das andere wurde einige Tage vorher zubereitet. 
Die unten bezeichneten Mengen wurden in je 100 ccm warmen Wassers geldst. 


Freies Stercobilin. 








poe | e«§ | se | 
Neu .... 1 1,102 1,4998 0,000007 34 
aw: 1 1,134 1,5249 0,000007 43 


Die Farbe des freien krystallinischen Stercobilins scheint also ziem- 
lich stabil. 

Chlorgehalt des Stercobilinchlorhydrats unter verschiedenen, 
zur Analyse vorbereitenden Bedingungen. Siimtliche Mikroanalysen wurden 
von Herrn Dr. Eder, Department of Organic Chemistry, University of 
Illinois, Urbana, [llinois, durchgefiibrt. 

A. Gewichtsverluste beim Trocknen der aus CHCl, und aus Essigester 
umkrystallisierten Substanzen. 























Krystallisiert Gewichts- 
aus verlust °, Temperatur 
— : ae 4,0 Zimmer 
B.ie 4 + 7,4 65° 
3. CH,COOC,H, . 3,1 Zimmer 
4, CH,COOC,H, 2,3 65° 


B. Chlorgehalt der obigen Substanzen: 

1. 1,960, 3,877 mg Subst.: 0,74, 1,45 mg AgCl, 9,34, 9,25%/, Cl. 
2. 1,967, 3,064 mg Subst.: 0,43, 0,695 mg AgCl, 5,41, 5,61°/, Cl. 
3. 3,649 mg Subst.: 1,09 mg AgCl, 7,39°/, Cl. 

4. 3,039 mg Subst.: 0,729 mg AgCl, 5,89°/, Cl. 


Die durch direkte Fallung durchgefiihrte Bestimmung des Chlor-Ion- 
gehalts des aus CHCl, erhaltenen, iiber P,O, im Vakuum bei 65° bis zur 
Gewichtskonstanz getrockneten Stercobilinchlorhydrats. (Dr. W. Filbert, 
Department of Organic Chemistry, University of Minnesota, Minneapolis): 
18,986 mg Subst.: 4,150 mg AgCl = 5,41°/, Cl. 

Analysen der oben beschriebenen Eisenchloridverbindungen und Brom- 
hydrate sowie neuere Analysen des Chlorhydrats und freien Stercobilins. 

Zur Analyse wurde das freie Stercobilin iiber P,O; im Vakuum bei 65° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Methode zur Darstellung des 
freien Stercobilins ist schon friiher beschrieben worden. Das Stercobilin- 
chlorhydrat wurde wiederholt aus CHCl, und endlich einmal aus heiBem 
Essigester umkrystallisiert und wie beim freien Stercobilin konstant getrocknet. 
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1. Freies Stercobilin. 





55 





3,702 mg Subst.: 8,84 mg CO,, 2,5 mg H,O. — 3,207 mg Subst.: 0,27 eem 


N (26°, 740 mm). 


C,3H,.N,O, Ber. © 666 H7,74 N 9,48 : O 16,16. 
C,3H,,N,0, Boe. , 0491 , 754 . 918 | ,, 18,86 
Gef. ,, 65,1 ,, 7,58 ,, 9,36 | ,, 17,96. 
Heilmeyer-Krebssche Formel: 
CrsHaN,0, Ber. _C 67,11 H 6,12 N 9,49 : O 17,28. 
2. Stercobilinchlorhydrat. 
3,826 mg Subst.: 8,60 mg CO,, 2,55 mg H,O. — 2,794 mg Subst.: 
0,214 cem N, (28°, 749 mm). — 1,967 mg Subst.: 0,43 mg AgCl. 
C,,H,.N,O,-HCl Ber. ,, 61,3 iat » Se +» Sal 
Gef. ,, 61,3 tet 5» » whe 


3. Eisenchlorid-Molekilverbindung. 


3,813 mg Subst.: 6,79 mg CO,, 2,07 mg H,O, 0,378 mg Fe,O,. — 
2,843 mg Subst.: 2,52 mg AgCl. — 3,550 mg Subst.: 3,12 mg AgCl, 0,350 mg 


Fe,O,. — 2,454 mg Subst.: 0,158 cem N, (30°, 746 mm). 
C;,H,,N,O, - HCl - FeCl, 
Ber. C 49,93 H 5,97 N 7,07 Cl 17,88 F 


C,,H,.N,O, HCl - FeCl, 


o 
—_ 
° 
- 


Ber. C 49,07 H 5,82 N 6,93 Cl 17,3 Fe 6,93 
Gef. ,, 48,5 » O68 » 7% » 218 6,91. 


4, Ester der Eisenchloridverbindung. 


8,806 mg Subst.: 6,78 mg CO,, 2,14 mg H,O, 0,366 mg Fe,0,. — 
3,046 mg Subst.: 0,180 cem N, (30,5°, 742 mm). — 3,602 mg Subst.: 1,697 mg 


AgJ = 6,2 OCH,;. — 2,943 mg Subst.: 2,56 mg AgCl. 
C,;H;>N,O; - 2 HCl- FeCl, 


Ber. C482 H597 N643 Fe 643 C1200 OCH, 7,11. 


C,H_oN,0, - 2 HCl+ FeCl, 


Ber. C 4898 H611 N6,53 Fe6,51 Cl 20,67 OCH, 7,15 
Gef. ,, 48,58 ,, 6,29 ,, 6,85 » 6,73 4, 21,54 » 6,2. 

5. Stercobilinbromhydrat. 

3,950 mg Subst.: 8,42 mg CO,, 2,48mg H,O. — 2,545 mg Subst.: 
0,199 eem N, (31,5°, 744 mm). — 3,068 mg des Harn-Urobilin-Bromhydrats 
ergaben 0,240 cem N, (31°, 744 mm). 

C,,H,,.N,O, - HBr Ber. C 58,65 H 6,96 N 8,29 Br 11,85. 

C,,H,,.N,O;-HBr Ber. ,, 57,3 » 6,80 ,, 810 ,, 11,57 

Stercobilin Gef. ,, 58,13 yy 1,02 » 9,57 » 12,14. 
Urobilin »» 8,59 


Versuch eine krystallisierte Leukoverbindung nach Amalgam- 
reduktion zu gewinnen. 0,25 g mehrmals aus CHCl, umkrystallisiertes 


Stercobilinchlorhydrat wurden in 10 cem n/10-Natronlauge gelést. Die 


Lésung 


wurde mit 10 cem destilliertem Wasser verdiinnt. Nach dem Zugeben von 


10 g 4°/,igen Amalgams wurde die Lésung in einem 50 ccm-Flaschchen mit 
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Glasstépsel eine Stunde lang mit der Hand geschiittelt. Nach dieser Zeit f 
war die Lésung nur noch blaBrot gefiirbt. Sie wurde zuniichst mit 50°/,iger 


Schwefelsiure angesiuert und mit Chf. wiederholt extrahiert. In der iiblichen 


Weise wurde die Chf.-Lésung iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum bis § 


auf ein sehr kleines Volumen eingeengt. Dieser Sirup wurde in viel Petrol. 


dither eingegossen und vom ausfallenden Niederschlag rasch abfiltriert. Der § 
Niederschlag wurde in wenig Chf. wieder gelést. Danach wurde die Fillung Ff 


mit Petrolither wiederholt. Die gesamte Petrolitherlésung wurde im Vakuum 


zur Trockene eingedampft. Dabei erschienen 70 mg einer schneeweiBen, — 
nicht krystallisierten Substanz. Eine Spur dieser Substanz zeigte eine sehr § 


intensive Ehrlichsche Aldehydreaktion, deren Absorption bei 567,5 bis 
551,0 mu, max. 560,38 lag. 

Wiederholte Versuche, diese Leukoverbindung aus Essigester zu kry- 
stallisieren, waren erfolglos, was bei einer viel geringeren Menge Mesobili- 
rubinogen 6fters sehr leicht méglich war. Eine Neigung zur Krystallisation 
wurde nicht beobachtet. Ebenfalls konnte die Substanz aus Essigester- 
Petrolither sowie Chf.-Petrolither nicht krystallisiert erhalten werden. 

Die Substanz wurde gelb, nachdem sie iiber Nacht gestanden hatte. 
Wihrend einiger Tage hat offenbar eine fortdauernde Veriinderung der Substanz 
unter Riickkehr der Urobilineigenschaften stattgefunden. Es war nunmehr sehr 
wichtig festzustellen, ob das krystallisierte Stercobilin daraus wiedergewonnen 
werden kénnte. Dazu ist die Substanz in 25°/,iger Salzsiure noch zwei 
Tage stehen gelassen worden, bis die Ehrlichsche Reaktion nur noch 
schwach positiv war. Diese Lisung besaf eine dunkel griinlich-braune 
Farbe. Nach einer 4fachen Verdiinnung mit destilliertem Wasser, wobei 
die Farbe gelblich-griin wurde, wurde die Lisung mit Chf. wiederholt 
extrahiert. Ein derartiger Farbumschlag ist von mir bei der gleichen Be- 
handlung des Mesobilirubinogens nie beobachtet worden. Die Chf.-Lésung 
war auch gelb-griin, zeigte verwaschene Absorption bei 600 mu, sowie 
intensive Urobilinabsorption. Mit alkoholischer Zinkacetatlésung erschien 
intensiv griine Fluorescenz. Die Chf.-Lésung wurde tiber Na,SO, getrocknet, 
auf dem Wasserbad eingeengt und in verhiiltnismiBig viel Petrolither ein- 
gegossen. Die ausgefallene Substanz wurde abfiltriert und in wenig heiBem 
Chf. gelést. Diese Lésung wurde mit einer Spur des Stercobilinchlorhydrats 
geimpft. Nach einigen Stunden trat reichliche Krystallisation ein. Die 
Krystalle waren von denen des Stercobilinchlorhydrats nicht zu unterscheiden. 
Ausbeute 14 mg. Nach dem oben angegebenen Verfahren ergaben 2 mg der 
aus Chf. umkrystallisierten Substanz in eindeutiger Weise die charakteristi- 
schen Krystalle der Eisenchloridverbindung. 

Die dunkelgriine Mutterlauge der oben erhaltenen Krystalle wurde 
mit Chf. verdiinnt und mit verdiinnter Sodalésung extrahiert, wobei in 
Soda ein Umschiag nach Braun eintrat. Beim Ansiuern mit Eisessig und 
wiederholten Extrahieren mit Ather wurde wieder ein Umschlag nach Griin 
beobachtet. Der griine Farbstoff ging in den Ather und konnte zum Teil 
mit Wasser daraus entzogen werden. Die iitherische Lésung wurde dann 
weiter mit 1°/,iger Salzsiiure extrahiert, wobei ein Umschlag nach Violett 
eintrat. Mit Chf. wurde dieser Farbstoff fast vollkommen ausgezogen. Die 
dem Mesobiliviolin dhnlich gefirbte Chf.-Lésung zeigte auch Absorption vom 
Typ des Mesobiliviolins: I. max. 603,2 mu, IJ. 563,9 mu, Reihenfolge der 
Intensitiiten: I, II, sowie intensive Urobilinabsorption. In alkoholischer 
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Zinkacetatlésung trat weinrote Fluorescenz ein. Die Absorption war nun- 
mehr bei I. max. 628,1, II. 574,4, III. 510,0. Reihenfolge der Intensititen: 
I, UI, I. 

Isolierung und Eigenschaften des K-Urobilins. 0,1 g -Mesobili- 
rubinogen, das nach der Methode H. Fischers aus Bilirubin dargestellt 
wurde, wurde in 10 cem Eisessig gelést. Die Liésung blieb 3 Wochen 
stehen. Wihrend dieser Zeit wurde sie dem gewoéhnlichen Tageslicht des 
Laboratoriums ausgesetzt. Die Farbe der Lésung wurde dabei tiefbraun; 
die Ehrlichsche Reaktion war nur noch sehr schwach. Mit alkoholischer 
Zinkacetatlésung wurde intensiv dunkelgriine Fluorescenz beobachtet. Die 
gesamte Eisessiglésung wurde bis auf das 4fache mit Chf. verdiinnt und 
wiederholt mit destilliertem Wasser extrahiert. Die wiBrige Lésung wurde 
mit 25°/, iger Salzsiiure stark angesiuert und mit Chf. wiederholt extrahiert. 
Die Chf.-Lésung wurde im Vakuum bis auf ein sehr kleines Volumen ein- 
geengt und in die 10fache Menge Petrolither eingegossen. Der rotgelbe 
Niederschlag wurde abfiltriert und in sehr wenig hei’em Chf. gelést. 
Die Wiinde des kleinen Reagensglases wurden mit einem Glasstab einige 
Minuten lang gerieben. Uber Nacht fand Krystallisation statt (Fig. 10). 
Ausbeute 7 mg. Aus einem anderen Ansatz von 55 mg des Mesobilirubinogens 
wurden etwa 4 mg des krystallisierten K-Urobilins in der gleichen Weise 
erhalten. Die Krystalle lassen sich aus heiBem Chf. umkrystallisieren, sind 
allerdings anscheinend nicht so léslich wie es beim natiirlichen Urobilin 
der Fall ist. Schmelzpunkt der wiederholt umkrystallisierten Substanz 
155—158° (unscharf, Zersetzung). 

Versuch eine krystallisierte Eisenchloridverbindung aus dem 
K-Urobilin zu gewinnen. Als Vorversuch wurden 2,5 mg umkrystallisierten 
Stercobilinchlorhydrats in 1 cem 25°/,iger Salzsiiure gelést. Im siedenden 
Wasserbad wurde dieser heiBen salzsauren Liésung 0,5 cem einer heiBen, 
konzentrierten Lésung des LEisenchlorids in 25°/,iger Salzsiiure tropfen- 
weise zugegeben. Die amorph ausfiockende Verbindung ging rasch wieder 
in Lésung. Nach dem Abkiihlen fielen die charakteristischen Tafeln der 
Eisenchloridverbindung aus. 4 mg des umkrystallisierten K-Urobilins wurden 
genau demselben Verfahren unterworfen. Beim Zufiigen des Eisenchlorids 
erschien ein schmutzig-brauner, klebriger Niederschlag, der nur teilweise 
wieder in Lésung ging. Es trat keine Krystallisation ein, auch nicht 
iiber Nacht. Die Lésung wurde dunkel griinlichbraun, was beim Sterco- 
bilin unter gleichen Bedingungen nie beobachtet wurde. 

Versuch krystallisierte freie Substanz sowie das Bromhydrat aus 
dem K-Urobilin darzustellen. Als Vorversuch wurden 2mg des Stercobilin- 
chlorhydrats in einigen ccm verdiinnter Soda gelést. Die Lésung wurde 
mit Eisessig eben angesiuert und wiederholt mit Chf. extrahiert. Die 
CHCl,-Lésung wurde durch mit Chf. angefeuchtetes Papier filtriert und 
auf dem Wasserbad bis auf ein kleines Volumen eingeengt. Die freie 
Substanz krystallisierte in Form der gewéhnlichen Nadeln aus (Fig. 18). 
Ein Priparat dieser Krystalle wurde zum spiiteren Vergleich auf einem 
Objekttriiger aufgehoben. Zunichst wurden die Mutterlauge und simtliche 
Krystalle mit Chf. verdiinnt. Diese Lésung wurde mit 34°/,iger Brom- 
wasserstofisiiure wiederholt extrahiert. Hier trat kein Farbumschlag ein. 
Die HBr-Lésung wurde bis auf das 4fache mit destilliertem Wasser ver- 
diinnt und mit Chf. wiederholt extrahiert. Das Bromhydrat ging fast voll- 
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kommen in Chf. Die Chf.-Lésung wurde durch mit Chf. angefeuchtetes 
Papier filtriert und bis auf ein sehr kleines Volumen auf dem Wasserbad 
eingedampft. Das Bromhydrat wurde durch Petrolither quantitativ gefillt. 
Nach Lésen in heiBem Essigester, Eindampfen und Abkihlen krystallisierte 
das Bromhydrat in den charakteristischen, bootihnlichen Prismen aus, 
3 mg des aus Chf. umkrystallisierten K-Urobilinchlorhydrats 
(____7 wurden in derselben Weise behandelt. Aus Chf. fiel die freie 
Substanz nur zum Teil krystallisiert aus. Die besser ausgebildeten 
Fig. 14. Krystalle hatten nebenstehende Form, doch waren die Krystalle 
zum grdBten Teil schlecht ausgebildet. 

Die Mutterlauge und die gesamte ausgefallene Substanz wurden mit 
CHCl, verdiinnt und wie oben weiter verarbeitet. Beim Schiitteln mit 
34°/,iger HBr wurde die Farbe der Lisungen sofort rétlicher. Dieser 
Farbumschlag nach Rot wurde wihrend der weiteren Extraktion allmihlich 
intensiver. Am Ende war die bromwasserstoffsaure Lésung porphyrinartig 
gefiirbt und zeigte nunmebr verwaschene Absorption vom Typ des Meso- 
biliviolins bei max. 600 mu, ebenfalls intensive Urobilinabsorption. Nach 
dem 4fachen Verdiinnen mit destilliertem Wasser wurde mit CHC), wieder- 
holt extrahiert. Die eingeengte CHCl,-Lésung wurde in viel Petrolither 
eingegossen. Die ausgefallene amorphe Substanz wurde in heiBem Essig- 
ester geldést. Nach dem Kindampfen und Abkihlen trat aber keine Krystalli- 
sation ein, sondern es fiel eine dunkelrote, zum Teil amorphe Substanz aus. 
Das Aussehen dieser Substanz war dem Stercobilin bzw. Urobilinbromhydrat 
keineswegs dhnlich. 


Fiir seine liebenswiirdigen Ratschliige méchte ich an dieser 
Stelle Herrn Geheimrat H. Fischer herzlich danken. 





Uber 


] 
vitat 
und I 
iiber 
grupp 
verscl 
sehr 
diese 
und |] 
rung | 
dunge 
haben 
von | 
durch 
hande 
Aktiv 
Hemn 
Natri 
Satz Z 
Knzyl 

] 
im al 
einer | 











Uber den KinfluB von Oxydations- und Reduktionsmitteln 
auf die Aktivitét von Papain. III’). 


Von 


Theodor Bersin und Heinrich Késter. 
it saa aaa 







(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Marburg a. d. L.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Miirz 1935.) 










Das Studium der Kinwirkung spezifischer Mittel zur Akti- 
vititsbeeinflussung von Enzymen [Aktivatoren, Paralysatoren 
und Destruktoren’)] hat in letzter Zeit zu wichtigen Erkenntnissen 
iiber gewisse mit der Fermentwirkung zusammenhingende Atom- 
gruppen gefiihrt. Speziell am Papain konnte durch eine Reihe 
verschiedenartiger Reaktionen die Thiolnatur des aktiven Enzyms 

| sehr wahrscheinlich gemacht werden. In allerletzter Zeit sind 

| diese Ergebnisse in allen wichtigen Punkten von Hellermann 
und Perkins‘) bestitigt worden, die in der reversiblen Blockie- 
rung der HS-Gruppen des Papains durch Organoquecksilberverbin- 
dungen einen weiteren Fall von Enzymhemmung auffanden. Wir 
haben unsere friiheren Befunde durch einen erneuten Nachweis 
von HS-Gruppen in gereinigten aktiven Enzympriparaten, sowie 
durch Feststellung der Disulfidnatur des mit Hydroperoxyd be- 
handelten Ferments gestiitzt. Weiterhin wurden noch einige 
Aktivierungen mit verschieden substituierten Arsinoxyden, sowie 
Hemmungen mit p-Acet-aminophenylarsinsiure bzw. ihrem 
Natriumsalz durchgefihrt. SchlieBlich zeigte sich, dab im Gegen- 
satz zum kraftig labenden PaSH das oxydativ reversibel inaktivierte 
Enzym PaSSPa keine Wirkung auf Milch besitzt. 
Die Frage nach der Wirkungsweise proteolytischer Fermente 
im allgemeinen und des Papains im besonderen, wird allmahlich 
einer chemischen Deutung zugiinglich. Da keine zwingenden Griinde 





























1) I. Mitt., Bersin u. Logemann, Diese Z. 220, 209 (1933); II. Mitt., 
Bersin, Diese Z. 222, 177 (1933). 

*®) Vel. d. Begriffsabgrenzung bei Bersin, Thiolverbindungen u. Enzyme, 
Erg. d. Enzymforschung IV, 68 (1935, im Druck). 
5) J. of biol. Chem. 107, 241 (1934). 
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fiir eine direkte Mitwirkung von Thiolverbindungen bei der Hydro. | 
lyse von Siureamidgruppen beigebracht werden kénnen, muB die f 


HS-Gruppe des Papains zu den aktivierenden im Sinne 
Langenbecks!) gezahlt werden. Als aktive, im ProzeB der Auf- 


lésung mitwirkende Gruppe ist sehr wahrscheinlich eine Amino- f 
gruppe’)anzusehen. Eine Wechselwirkung zwischen in 1,2-Stellung 
stehenden aliphatischen NH,- bzw. NH- und HS- bzw. SS-Gruppen 


ist auf Grund der vorhandenen Literaturangaben klar ersichtlich, 


Die Beeinflussung des Schwefels durch den Stickstoff der Amino- Ff 


gruppe zeigen folgende Beispiele: 


Wahrend Thioglykolsiure, CH,-C=0 7a einem 70°/, igen | 


SH OH 
Umsatz mit JCH,COOH (unter Sulfidbildung) 3 Stunden braucht, 
CH, - CH - COOH 
NH, 
Die Labilitiit des durch Plumbit abspaltbaren Schwefels sowie die 
Autoxydationsgeschwindigkeit in Gegenwart von Fe steigt von 
Cystein itiber Chloracetylcystein, Formylcystein, Acetyl- 
cystein zum Glutathion [Glutaminylcysteinylglykokoll*)]. Eben- 
so andert sich das Ausma8 der Hydrolyse der Disulfidgruppe nach: 


RSSR + HOH -——» R-SOH + HSR 


durch verschiedenartige Substitution der NH,-Gruppe des 
Cysteins*), 

Andererseits tibt auch der Schwefel einen bemerkenswerten 
HinfluB auf den Charakter des in 1,2-Stellung befindlichen Stick- 
stofis aus. So scheiterte beispielsweise bisher die Synthese des 
Glutathions an der labilen —CONH—-Bindung zwischen dem 
Glutaminyl- und Cysteinylglykokollrest, die schon bei 37° hydro- 
lytisch gespalten wird °), 

Im Hinblick auf die bekannte Umamidierung der Siure- 
amide“) kann daher die Wirkungsweise des Papains wie folgt 
gedeutet werden. Zunichst findet eine Umsetzung bevorzugter 


setzt sich Cystein, schon in 10 Minuten um’), 


1) Ergebnisse der Enzymforschung, II (19383). 

®) Vgl. auch Stearn, J. gen. Physiol. 18, 171, 301 (1934/35). 

8) Michaelis u. Schubert, J. of biol. Chem. 106, 331 (1934). Vel. 
auch von Euler u. Hagen, Z. physik. Chem. (A) 171, 379 (1934). 

*) Fruton u. Clarke, J. of biol. Chem. 106, 667 (1934). 

5) Privatmitteilung von Herrn A. Schoberi, Wiirzburg. 

®) Hopkins, J. of biol. Chem. 72, 185 (1927). 

’) Vgl. z. B. die Reaktion: CH, CONH,+C,H,NH, > C,H;NH-COCH,+NHs. 
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Uber den Einflu8 von Oxydations- und Reduktionsmitteln usw. 6] 


[vermutlich endstandiger’)) CO-NH-Bindungen des Substrats 


| mit einer durch Dipolinduktion aktivierten NH,-Gruppe des 


Enzyms statt: 


HS—CH, HS—CH, 
| —> | 
R-CO-NH-R’ + H,N—CH-Pa R-CO-NH—CH:- Pa + H,N-R’ 
Enzym 


Dabei entsteht eine freie Aminogruppe und ein neues Siure- 
amid aus dem Rest des Substratmolekiils und dem Ferment. 


' Unter der Voraussetzung der Bildung einer ihnlichen, leicht 


hydrolysierbaren CO—NH-Bindung wie im Glutathion, fiihrt dann 


die Spaltung beim optimalen p, des Enzyms zur Bildung der 


Siure und Regeneration des Katalysators: 
HS—CH, HS—CH, 


| > | 
R-CO-NH—CH-Pa + HOH H,N—CH-Pa + R-COOH 
Enzym 








Es handelt sich demnach um eine Hauptvalenzkatalyse im 


| Sinne der von Langenbeck vertretenen Anschauungen’), Diese 
_ Hypothese soll durch Nachweis der aktiven NH,-Gruppe im Papain 


sowie durch Modellversuche auf ihre Brauchbarkeit gepriift werden. 


Palladin und Mitarbeiter*) haben darauf hingewiesen, daB 
die KiweiBhydrolyse durch Pflanzenfermente vorzugsweise unter 
anaeroben Bedingungen vor sich geht. Das ist durch die Empfind- 
lichkeit der Thiolenzyme gegeniiber Oxydantien verstiindlich ge- 
worden. Es lag nahe zu vermuten, da8 unter aeroben Bedingungen, 
besonders in Gegenwart von Oxydationskatalysatoren eine Um- 
kehrung der Proteolyse eintritt. In der Tat haben das Voegtlin 


und Mitarbeiter*) unter Beachtung der nétigen Kautelen zeigen 
| kénnen. Die Versuche wurden von uns bestitigt. In Gegenwart 


von Kupferascorbinat und PaSSPa wurde sowohl beim Durch- 
leiten von Luft, als auch ohne diese Operation eine Abnahme 
der nach Willstitter und Waldschmidt-Leitz titrierbaren 


| Carboxylgruppen gefunden. 


1) Kutscher u. Lohmann, Diese Z. 46, 383 (1905); The Svedberg, 


| J. amer. chem. Soc. 56, 409 (1934). 


*) Ergebnisse Physiol. Exper. Pharmakol. 35, 470 (1933). 
8) Chem. Z. 1912, II, 1737. 
*) Publ. Health Rep. 47, 711 (1932). 
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Tabelle 1. 


Ansatz: 45 mg inaktives Papain (Index 0,03), 10 cem Citratpuffer, 30 ccm 
6,6 °/,ige Gelatinelésung, 90 mg Ascorbinsiure (neutralisiert), 2 eem 
Kupfersulfatlésung = 150 y Cu. py, = 5,0. 








Bei 1 stiindiger Einwirkung bei 40° ist die 
Differenz der 1. und 2. Titration von je 
10 eem des Reaktionsgemisches ... . — 0,101 cem n/5-KOH 


(Die Titration wurde mit einer Mikrobiirette ausgefiihrt.) 


Ansatz: 45 mg PaSSPa (Index 0,03) + 90 mg Ascorbinsiiure + 5 ecem 
0,01°/,iges CuSO, + 10 cem m/5-Dinatriumcitrat + 30 cem 6,6°/,ige 
Gelatinelésung + 5 cem Wasser + 1 gtt. Octylalkohol. py = 5,0, 
T = 40°. — Durch die Lésung wurde ein langsamer Strom von 
AuBenluft (gereinigt durch Wasser und Kaliumpermanganat) in 
etwa 20 Blasen/ Min. geleitet. 





Zeit der Einwirkung 














1 Stunde — 0,285 eem n/5-KOH 
3 Stunden — 0,410 eem n/5-KOH 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sind wir fiir apparative Unterstiitzung zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


Fermentpraparate. Fiir die Messungen mit dem aktiven Papain ist 
das gereinigte Mercksche Papayotinum 1:350 verwandt worden. Das 
inaktive PaSSPa wurde nach Bersin durch fraktionierte Alkoholfillung 
des Merckschen Priiparates und durch anschlieBende Behandlung des 
erhaltenen aktiven Produktes mit Wasserstofiperoxyd dargestellt. 

Die jodometrische Titration der aktiven zweiten Alkoholfillung lieferte 
folgenden Wert: 

Einwage: 0,3244 g verbrauchten 2,53 cem n/50-Jodlésung. (Titration 
aus einer Mikrobiirette). 

Aus dem Wert ergab sich unter Berechnung eines Uberschusses an 
Wasserstoffperoxyd von 10°/, folgender Ansatz: 

1,9 g der zweiten Alkoholfraktion, in 200 cem Wasser gelést, wurden 
unter Eiskiihlung mit 0,3 ecem 3°, igem Wasserstoffperoxyd versetzt und 
lieferten nach 3 tagigem Stehen und anschlieSender Alkoholfillung ein in- 
aktives Papain vom Spaltungsindex 0,03; das Ausgangsprodukt hatte einen 
Index von 1,31; 1,32. 

Reagentien. p-Amino-phenylarsinoxyd wurde nach Ehrlich’) 
dargestellt und nach mehrmaliger Reinigung in schénen weiBen Blattchen 
erhalten. 


) Ber. chem. Ges. 43, 918 (1910). 
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Vom p-Acetamino-phenylarsinoxyd existieren 2 Formen, die 
eine Form CH,CONHC,H,As0O ist schwer léslich und kann durch Reduk- 
tion der entsprechenden Arsinsiiure mittels schwefliger Siiure und Jodwasser- 
stoff gewonnen werden. Die zweite, lésliche Form, CH,CONHC,H,AsO-H,O 
ist von Bertheim') durch Acetylierung des p-Amino-phenylarsinoxydes 
dargestellt worden. Nach dieser zweiten Methode ist auch das von uns 
benutzte Priiparat erhalten worden. Die jodometrische ‘Titration zeigte 
jedoch, daB die Acetylierung nicht ganz quantitativ verlief. Das Acetamino- 
phenylarsinoxyd war also noch durch Amino-phenylarsinoxyd verunreinigt. 
Reinigungsversuche durch Krystallisation fithrten nicht zum Ziel, auch nicht 
eine nachtriigliche Behandlung mit Essigsiureanhydrid. 


Kinwage: 0,1146 g Arsinoxyd verbrauchten 9,99 cem n/10-Jodlésung. 
Daraus errechnet sich der Arsengehalt zu 32,7 °/,. 


Berechnete Menge As im CH,CONHC,H,As0-H,0 : 30,9°/,. Nach dem 
Umkrystallisieren und Behandeln mit Essigsiiureanhydrid: 


Kinwage: 0,1004 g verbrauchten 8,87 ccm n/10-Jodlésung. Daraus er- 
rechnet sich der Arsengehalt zu 33,1°/). 
| 3-Amino-4-oxyphenyl-arsinoxyd-hydrochlorid vom Speyer- 
haus, Frankfurt a. M. 
Die Gehaltsbestimmung wurde durch jodometrische Titration nach 
Ehrlich und Bertheim?’) in schwach mineralsaurer Liésung durch- 
gefiihrt. 
Kinwage: 0,0976 g Arsinoxyd verbrauchten 31,5 cem n/50-Jodlésung. 
Daraus wurde der Arsengehalt zu 24,19°/, berechnet. 


Der theoretische Wert ist fiir: RAsO-HCl 31,83°/,, RAsO-HCl-H,O 
29,57°/), RAsO-HCl-'/,C,H,OH 29,0°/). 

Eine gravimetrische Arsenbestimmung, wobei das Arsinoxyd nach 
Monthulé*’) mittels Magnesiumnitrat aufgeschlossen wurde, lieferte fol- 
_ genden Wert: 
| Einwage: 0,1946 g; Gew. Mg,As,O, 0,1120 g. Danach ist der Arsen- 

gehalt = 27,78 °%/,. 

Bei der Einwirkung des Amino-oxy-phenylarsinoxydes auf 
_Papain wurde der jodometrisch bestimmte Arsinoxydgehalt beriick- 
| sichtigt. ‘ 
| In Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen zeigte p-Acetylamino- 
_phenylarsinsiure bzw. ihr saures Na-Salz eine kriftige Schidigung 
des aktiven Papains (Riickgang des Spaltungsindex von 1,32 auf 0,52). Ein 
nach dem obigen Verfahren mit Wasserstoffperoxyd reversibel oxy- 
diertes Papainpriparat lieB sich entsprechend den Erwartungen durch 
Arsinoxyde wieder aktivieren. Mit den drei bereits angefiihrten Arsin- 
_ oxyden wurde, wie sich aus der Tabelle ersehen liBt, eine deutliche Akti- 
_Vierung beobachtet. 

1) Ber. chem. Ges. 44, 1073 (1911). 

*) Ber. chem. Ges. 44, 1263 (1911). 

3) A. chim. anal. appl. 9, 308 (1904). 
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Tabelle 2. 


Ansatz: 45 mg Papain, 10 ccm n/5-Dinatriumcitrat, 30 cem Gelatinelésung 
(40 g Gelatine/600 cem H,O) mit Wasser und Zusiitzen auf 50 cem 
aufgefiillt. py =5, 7 = 40° Die MeBkélbchen wurden in einem 
Thermostaten erwirmt und zu Beginn der Reaktion und nach 
1 Stunde je 10 cem titriert; die Differenz dieser beiden Messungen 
ist als Spaltungsindex bezeichnet worden. 











Spaltungsindex 











Dee Se A kk ee tt we 0,03 
+ 0,001 Mol/Liter H,NC,H,AsO-HCl ........ 0,52 
+ 0,001 ,, ,  CH,CONHC,H,AsO-H,O ..... 0,32 
+0,001 , 4  H,N(HO)C,H,AsO-HCl ...... 0,30 
+ 30,7 mg Glutathion (gegen Methylrot neutralisiert) 0,65 


Die Reduktion und Aktivierung des inaktiven Papains durch Arsin- 
oxyde wire nach Cohen, King und Strange~-ays') zu formulieren: 


RAsO,H, + 2PaSH. 


~ 4 — 
ated 


PaSSPa + RAsO + 2H,O 
Die gemessene unvollkommene Aktivierung ist durch die Lage des Gleich- 
gewichts der Reaktion bedingt. 


Die Einwirkung von Arsenobenzolen auf Papain konnte leider nicht 
gemessen werden, da bei dem optimalen Wirkungs-py, dieses Enzyme ‘ie 
untersuchten Salvarsane’*) nicht in Lésung zu halten waren. 


In Ubereinstimmung mit den geschilderten Arsinoxydversuchen hat 
Maschmann’) eine Aktivierung des Papains auch durch arsenige 
Siure beobachten kénnen. Abzulehnen ist seine Behauptung, daB alle 
mit Wasserstoffperoxyd behandelten Papainpriiparate ,,noch verhiltnismiBig 
sehr wirksam“ sein sollen. Ein von Maschmann zugesandtes, von ihm 
mit Wasserstoffperoxyd behandeltes Papainpriiparat (Merck 1: 350) zeigte 
unter den iiblichen Bedingungen mit gleichzeitig zugesandter Gelatine von 
den Schweinfurter Gelatinewerken einen Aktivititsabfall gegeniiber dem 
urspriinglichen Priparat von 64,5 °/). 


1) Soe. 1930, 673; 1931, 3043. 

2) Untersucht wurde das nach Ehrlich u. Bertheim, Ber. chem. 
Ges. 44, 1263 (1911) dargestellte 4,4-Diamino-arsenobenzol, ferner 
das Salvarsannatrium und schlieBlich das kiirzlich von der I. G. Farben- 
industrie herausgebrachte Solusalvarsan d. i. 3,4-Diacetylamino- 
4-oxyarsenobenzol-2-natriumglykolat, das wir der Freundlichkeit 
von Herrn Prof. Ruete-Marburg und der I. G. Farbwerke verdanken. 


8) Diese Z. 228, 141 (1934). 
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Tabelle 3. 


Ansatz: 22,5 mg Ferment, 5 cem n/5-Dinatriumcitrat, 15 cem 6,6 °/,ige 
Gelatinelésung, aufgefiillt mit Wasser auf 25cem. py = 5,0, 7 = 40°. 








| Spaltungsindex 











weeperet Meemek 2:850 2. wt 1,38 
Priiparat Maschmann fs 0,49 


Die von uns erreichte, noch weitergehende Inaktivierung des Papains 
Spaltungsindex 0,03) ist auf das Arbeiten mit einem durch fraktionierte 
Fillung gewonnenen Papainpriparat zuriickzufiihren '). 


Labende Wirkung des Papains. 

Es ist schon lange bekannt, daB der Milchsaft der Carica papaya 
Mileh zum Gerinnen bringt?). Unsere Versuche stiitzen die Ansicht iiber 
eine hierbei stattfindende enzymatische Hydrolyse zu einem Abbauprodukt, 
das zur Bildung eines schwer léslichen Calciumsalzes befihigt ist. 

In Ermangelung einer bequemen Bestimmungsmethode, die den Zeit- 
punkt der Gerinnung objektiv feststellen 14Bt, wurde wie folgt verfahren: 

10 mg des zu untersuchenden Enzympriiparates werden in 10 cem 
einer vorgewirmten Milchprobe*) im Thermostaten bei 38° rasch geldst. 
Ein sofort herausgenommener Tropfen wird sodann auf dem Heiztisch*) 
des Mikroskops (hohlgeschliffener Objekttriiger, Deckgliischen) bei der gleichen 
Temperatur beobachtet. Solange keine Koagulation stattgefunden hat, sieht 
man die Fetttrépfchen infolge Wirmebewegung frei herumschweben. Im 
Moment der Gerinnung findet ruckweise Bildung eines nicht direkt sicht- 
baren Gerinnselnetzes statt, das die Fetttrépfchen erfa8t und sie in eine 
starre Lage zwingt. Dieser Zeitpunkt kann bei einiger Ubung auf einige 
“* "den genau mit der Stoppuhr bestimmt werden. Die sofort untersuchte 

_«probe im Thermostaten erweist sich dann auch als geronnen. 




















Tabelle 4. 

— el Gerinnungszeit 
aye in Sek. 
Thiolpapain (Spaltungsindex 1,28) . 435 
Disulfidpapain ( ~ | rae er ae 19800 
i. ( . 0,03) + 10 mg GSH (neutral.) 165 
10 mg GSH (neutralisiert). .. 2... . 2... ee ee. 18000 
Ohne Zusatz (Spontangerinnung). ........... 18000 





1, Von Purr, Biochemie. J. 29, 5, 13 (1935) wird soeben die Dar- 
stellung von reversibel durch H,O, inaktiviertem Papain beschrieben, ohne 
daB unsere schon vor 2 Jahren (I) verdéffentlichten gleichen Versuche er- 
wihnt werden. 

*) Vgl. die Zusammenstellung dlterer Literatur bei Underrain, Milchw. 


Forschgn. 15, 433 (1933). 


*) 109/, ige Liésung einer frischen Trockenmilch des Edelwei8-Milch- 


werks G. m. b. H., Kempten-Allgiiu. 
4) Benutzt wurde der elektrisch heizbare Tisch von Zeiss-Jena. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XIII. 0 
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Wie aus der Tabelle zu ersehen, ist lediglich PaSH aktiv, wihrend 
PaSSPa erst nach der Aktivierung (= Reduktion) durch Glutathion 
labend wirkt. GSH selbst ist ohne Einflu8 auf die Gerinnung. Schwer 
zu erkliren ist die iiber die Aktivitiit des PaSH hinausgehende Wirksamkeit 
von PaSSPa + GSH. 

Die Thiol- oder Disulfidnatur hochmolekularer Ver- 
bindungen libt sich bequem auf folgende Weise feststellen. Die zu 
untersuchende Substanz wird auf einem Objekttriiger mit einem Tropfen 
2n-NaOH oder Ammoniak angefeuchtet. Legt man nun einen kleinen 
Krystall yon Nitroprussidnatrium an den Rand des Tropfens, so 1aiBt sich, 
besonders schén unter dem Zeiss-Binokularmikroskop, beobachten, wie 
beim langsamen Herandiffundieren der Nitroprussidlésung sich das Objekt 
rosa bis rot firbt, falls Thiolgruppen vorhanden sind. Die Fiarbung ist 
allerdings vergiinglich, denn nach einigen Minuten entfirbt sich das Material 
unter Gasbildung. Disulfide geben erst nach Befeuchten mit 2 n-KCN 
(Aufspaltung zum Thiol) die Fiarbung. In dieser Weise konnte auch aktives, 
von dialysierbaren und léslichen Begleitstoffen gereinigtes Thiolpapain von 
dem durch H,0,-Oxydation erhaltenen, reversibel inaktivierten Disulfid- 
papain unterschieden werden. Bemerkt sei, daB SS-Gruppen ferner auch 
im Lab (I: 300000, Witte) nachgewiesen werden konnten. 
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Quantitative Bestimmung von Nitrat-Nitritstickstoff im Harn. 
Von 


R. Gootz und H. Tunger. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium und der Kinderklinik der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mirz 1935.) 


Die Anregung zu dem Problem Nitrat bzw. Nitrit quantitativ 
zu bestimmen, gaben die merkwiirdigen Befunde von Catel und 
Tunger?), die im Harn von Siuglingen auch dann Nitrat (bzw. 
Nitrit) bei Priifung mit qualitativen Methoden nachweisen konnten, 
wenn die Kinder ausschlieBlich mit Ammenmilch ernihrt wurden, 
die sich mit gleicher Methodik gepriift, als nitratfrei erwiesen hatte. 
Qualitative Untersuchungen iiber den Nitratgehalt des Urins 
sind in den Verdffentlichungen”) der Humanmedizin nicht selten; 
quantitative Angaben haben wir nur zwei gefunden: a) Weyl*) 
mit 42,5 mg NaNO, pro Liter im Mittel, und b) Mitschell, 
Shonle und Grindley’) mit maximal 142 mg pro 750 ccm”%). 
Diese spirlichen Angaben stehen im Gegensatz zu den zablreichen 
Untersuchungen iiber den Wasserstotistickstoff. Die Problem- 
stellung schien uns besonders interessant, weil durch die quan- 
titative Bestimmung des Nitrat-Nitritstickstoffs 1m Harn vielleicht 
iir das Gebiet der Stoffwechselchemie neue Wege aufgezeigt 
werden kénnen. 

Da Nitrit im allgemeinen im Harn urspriinglich nicht vorhanden ist, 
sondern erst durch bakterielle Zersetzung gebildet wird, haben wir als Leit- 
faden die in der chemischen Praxis geiibten Methoden der Salpetersiure- 
bestimmung im Harn anzuwenden versucht. Die Methoden als solche sind 
in ihrer Fehlergrenze und Empfindlichkeit weitgehend sichergestellt, es 
galt nur zu priifen, ob und in welchem MaBe ihre Anwendung noch méglich 
war bei der Anderung des Milieus, beim Ubergang vom Lésungsmittel 
Wasser zur Basis Harn, dessen Charakter durch die vielen Stoffe organischer 
Natur bedingt ist, und dessen Wasserlislichkeit sekundir als typische Eigen- 
schaft angesehen werden mubB. 


*) Herr Prof. Thomas hatte die Liebenswiirdigkeit uns diese Arbeit 
vor der Drucklegung zugiinglich zu machen. Zur Bestimmung des Nitrats 
im Harn wird dieser mit Alkohol') extrahiert, das Nitrat mit Ferrochlorid 
und Salzsiure*) als NO in Freiheit gesetzt und als Differenz (vor und nach 
der Adsorption an alkalisches Permanganat) gemessen. Zugesetztes Nitrat 
wird im Harn zu 92—94°/,, in Nahrungsmitteln zu 75—85°/, wiedergefunden. 


5* 
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Die gravimetrische Nitron-Nitratbestimmung nach Busch®) scheiterte 
an dem gelatinés-amorphen Charakter der Fallung; eine Vor 
behandlung des Harns, der Versuch, die gesamte organische Substanz jy 
alkalischer Lésung z. B. mit H,O, zu vernichten, lieferte schon in den Test. 
versuchen mit Harnstoff reichlich Nitrat. 

Die zahlreichen empfindlichen colorimetrischen Methoden®) z. B. ni: 
Diphenylamin (von Tillmanns in Wasser und Milch angewandt) Brucin, 
mit Phenol, Pyrogallol und deren Sulfosiuren, lassen sich zu quantitativer 
Bestimmungen nicht benutzen, da neben der Eigenfarbe jedes Harnes die 
verschiedenen Harnphenole (Phenol, Kresol, Phenolglucuronsiiuren) mit der 
konzentrierten Schwefelsiure sich an der Reaktion beteiligen und eine auch 
noch durch die Wirmetoénung nach Farbnuance und Intensitit ver. 
schiedene Mischfarbe, also unreproduzierbare Werte ergeben. 

Die Reduktion der Salpetersiiure zu Ammoniak in alkalischer Lésung 
mit nascierendem Wasserstoff (Dew ardasche Legierung) ist von Pfeiffer’ 
und Thurmann in Harn angewandt worden, sie setzt die quantitative Ent. 
fernung des Ammoniak- und Amidostickstoffes voraus; die Bildung von NH. 
und fliichtigen Aminen aus Stickstoffheterocyclen durch den nascierenden 
Wasserstoff kann zur Fehlerquelle werden. 

Die Extraktion’) der Salpetersiiure mit Ather ist nur ein Mittel zur 
Anreicherung, sie lést natiirlich siimtliche ftherléslichen Bestandteile wie 
Phenole, organische Siuren, auch einige fiirbende Stoffe, so daB die kolori- 
metrische Bestimmung in dem Extrakt ebensowenig méglich erscheint wie 
eine direkte Bestimmung; bei der Nitronfillung wiirde die Oxalsiure mit- 
fallen. Die von uns mit einem Fliissigkeitsextraktionsapparat durchgefiihrten 
Testversuche mit wiBrigen Lésungen ergaben nach 72 Stunden erst eine 


80°/,ige Extraktion. 


Die oben erwahnten Resultate von Weyl*) wurden mit einer 
gasvolumetrischen Methode (Bildung von NO durch Ferrochlorid 
gewonnen, doch zeigt die Angabe von Réhmann”™), daB zur 
exakten Bestimmung eine Vorbehandlung des Harnes nicht un- 
wesentlich sst. In der anorganischen Praxis findet die gas- 
volumetrische Salpetersiurebestimmung als NO nach Lunge?) 
vielfach Anwendung. Die Benutzung dieses Prinzips zur Spreng- 
stoffanalyse nach der Vorschrift von Berl-Jurrissen }%) lieB die 
Ubertragung auf die Harnanalyse als aussichtsvoll erscheinen. 
wenn auch das Verhiltnis von organischer Substanz/Salpetersiure 
vermutlich umgekehrt war. Die unten genauer beschriebene Methode 
folgt in den wesentlichsten Punkten der Arbeitstechnik von Lunge- 
Berl. Der durch Eindampfen im Vakuum von der gelésten Lutt 
und dem Wasser befreite sodaalkalische Harn befindet sich in 
einem Zersetzungskolben, der durch einen Schliffaufsatz verschlossen 
ist; durch Evakuieren und Kinleiten von Kohlensiure wird der 
Kolben luftfrei gemacht, und die Apparatur evakuiert. Hin- 
flieBende 80°/,ige Schwefelsiure list die meisten Harnbestandteile. 
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Schiitteln mit Hg reduziert zu NO-gas, welches dann direkt oder 
indirekt zur Messung gebracht wird. Fiir die Beurteilung dieser 
Methodik war das Verhalten der im Harn vorkommenden Stoff- 
gruppen gegen die kalte 80°/,ige Schwefelsiiure wesentlich: 

1. Die Purinderivate, — Harnsiiure, Kreatinin — sind in- 
different. 

2. NH,, Amidogruppen (Harnstoff) mit der Méglichkeit der 
Verseifung, Aminogruppen (Eiweifstoffe) werden unter Salzbildung 
geschiitzt; alle Stoffe der 1. und 2. Gruppe, die bei der Kjeldahl- 
bestimmung erfaBt werden, finden sich unter Bedingungen, die 
chemisch der Anfangsbehandlung der Kjeldahlbestimmung gleichen, 
physikalisch jedoch bei weitem milder sind. Kine Ausnahme 
bilden die Ammoniumsalze der Salpeter- bzw. salpetrigen Siure, 
die auch in der Kilte durch Entziehung von Wasser durch die 
Schwefelsiure Selbstzerfall unter Bildung von gasférmigem N,O 
bzw. N, erleiden kénnen. 

3. Die niederen organischen Siuren (Ameisensiiure, Oxalsiure) 
erleiden Zersetzung zum Teil in fliichtige Verbindungen (Kohlen- 
oxyd, Kohlendioxyd). Die héheren sind indifferent. 

4. Die Kohlenhydrate sind in der Kilte weitgehend stabil, 
kénnen unter Abgabe von fliichtigen Verbindungen (CO, CO,, 
niedere Aldehyde) in Reaktion mit der Schwefelsiiure unter Bildung 
von SO, milde reduzierend wirken. 

3. Die Phenole werden unter diesen Bedingungen schon sul- 
furiert, besonders leicht aber nitriert. 

6. Aus den anorganischen Salzen werden die Siuren in Frei- 
heit gesetzt, insbesondere die reichlich vorhandene Salzsiiure, die, 
da das Reaktionsgemisch weitgehend entwissert ist, mit der 
Salpetersiure zum Teil die Reaktionen des Kénigswassers, also 
Bildung von Stickstoffoxychloriden und freiem Chlor eingeht; es 
liegt also die Méglichkeit einer chlorierend, oxydierenden Wir- 
kung vor. 

SchlieBlich kénnen Salpetersiure und salpetrige Siiure unter 
Wasserabspaltung in ihre in Schwefelsiure léslichen Anhydride 
iibergehen. Fir die Stickstoffsauerstoffsiiuren liegt also mehrfach 
die Méglichkeit, zu reagieren, vor, doch geht keine der Reaktionen 
quantitativ bis zum Verschwinden eines Reaktionsteilnehmers. 
Hier setzt das Schiitteln mit iiberschiissigem Hg ein. Hg geht 
nur unter Verbrauch der vorhandenen Oxydationsmittel in der 
Schwefelsiure in Lésung. Es wirkt also reduzierend, vernichtet 
damit die Wirkung des Chlors und fiihrt simtliche noch vor- 
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handenen Oxydationsstufen des Stickstoffes quantitativ in NO 
iiber — zu gasférmigen, in Schwefelsiure unléslichem Produkt. Der 
Teil der Salpetersiure, der unter Bildung von Nitrokérpern mit 
den Phenolen reagiert hat, wird vom Hg nicht angegriffen, geht 
also fiir die Bestimmung verloren. Der gesamte Rest der Stick- 
stoffsauerstoffsiuren liegt jetzt im Gaszustande vor, unsere Aut- 
gabe besteht also darin, den Stickstoffgehalt eines Gasgemisches 
zu messen, welches gebildet wird durch CO,, CO, SO,, durch das 
NO, direkt aus den Siuren durch Hg entstanden, das N, aus dem 
Selbstzerfall des Ammonnitrites und das N,O aus dem Ammon- 
nitrat. Fiir jedes gebildete Molekiil Stickstoffverbindung, das sei 
hier besonders betont, ist die Beteiligung von an Sauerstoff ge- 
bundenem Stickstoff notwendig. Eine direkte Messung des Gas- 


(aa ims ew Vv | vi | vo 
Harn- Nitrat | | fiir 
‘i Soda mm W.1 7 . Nitrat 
Nr. menge zugesetzt | ccm N, | ‘Temp. | mm mg N: | ino x 
ecm g in mg } o | gef, 
(4 20,00 1 - 0,80 21 731 0,89 
2 20,00 1 , 0,75 21 731 0,84 
5 3 20,00 1 0,75 19 755 0,87 
4 20,00 1 40,5 5,85 19 7154 6,205 | 5,835 
D 20,00 1 18,1 2,75 19 754 3,19 2,32 
| 6 20,00 1 : 1,15 18 746 1,32 
7 40,00 0,5 _ 2,00 20 146 2,29 | 
\ . 20,00 0,5 36,9 6,50 20 745 7,42 6,19 
9 20,00 0,5 34,0 4,00 20 745 4,57 3,34 
10 20,00 0,5 ~ 1,00 19 760 1,17 - 
11 20,00 0,5 sine 0,95 19 760 1,14 : 
12 20,00 0,5 27,3 4,40 19 760 5,14 4,00 
13 20,00 0,5 16,0 2,85 19 760 3.33 2.19 
14 50,00 0,5 1,05 14 755 1,24 
15 25,00 0,5 0,95 17 742 1,092 
16 50,00 0,5 1,85 17 7142 2,126 
17 25,00 0,5 1,25 16 741 1,44 m 
18 50,00 0,5 2,60 16 141 2,99 
19 25,00 0,5 1,05 19 756 1,22 
20 25,00 0,5 0,75 19 756 0,87 
21 25,00 0,5 1,17 19 743 1,3 
22 50,00 0,5 2,00 18 743 2,29 
23 30,00 0,5 , 1,20 19 737 1,36 
Ammenmilch 
24 40,00 0,5 - 1,20 19 7137 1,36 “ 
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vill IX X XI 
berechnet mg NaNO,/1 Liter 
gefunden : a : 
14,005 | hoot = Af = me Ns:85.01, 100 1000 Bemerkungen 
™ 85,01 berechnet ~ 14,005 85 ccm Harn 
318 
300 
— — 310 
6,67 0,80 ; 
3,12 0.74 si + Erwachsenenharn 
- 471 
a — 409 
6,08 1,02 } 
5,60 0,596 | 
418 4 
_ and 407 Nitrat nach Eindampfen! 
4,50 0,89 
2,64 0,83 | 
177 24" niichtern, nur Tee getrunk. 
- se Erwachsenenharn 
: 4il | Sdiugling, ernalrt mit '/, Milch, 
- 427 { 1/. Reisschleim u. 5 °/, Zucker 
348 “< 
— Ohne Schiitteln mit Hg 
383 | Harn von hochfieberndem 
327 J Kleinkind 
~- 324 Brustkind, NO, im Harn 
qualit. negativ! 
- 243 Ammenmilch! 


volumens nach einer Adsorption iiber KOH wiirde fiir das NO 
eine schwer schitzbare Korrektur fiir die Adsorption an die 
Lauge (0,4 ccm fiir 100 ccm) und weiter eine besondere Trennung 
von CO erfordern. Wir haben das Gasgemisch durch ein Ver- 
brennungsrohr mit CuO und Cu-Spirale geleitet und dann an 
KOH gebunden, also unter den Bedingungen gearbeitet, die bei 
der Verbrennungsanalyse organischer stickstoffhaltiger Substanz 
angewandt werden. Da nun 2ccm NO 1 ccm N, geben, N,O 
aber keine Volumveriinderung bedingt, haben wir fiir die Be- 
rechnung eine neue Unsicherheit hervorgerufen. 

Die Ergebnisse der von uns nach der unten mit allen Kinzel- 
heiten beschriebenen Methode gewonnenen Resultate sind in der 
Tabelle zusammengestellt. Analyse 1, 2 und 3; 10 und 11 — 
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gleiche Mengen desselben Harnes — stimmen iiberein, die Werte 
sind also reproduzierbar, in Analyse 6 und 7, 15 und 16, 17 
und 18 verhalten sich beim gleichen Harn die abgemessenen 
Volumen wie 1:2. Die gefundenen Stickstoffmengen stehen zur 
Harnmenge im direkten Verhiltnis. Da die gemessene Gasmenge 
als Summe aus den Reaktionsprodukten verschiedener stofflicher 
Umsiitze angesehen werden mu, da wir weitere andere Fehler- 
quellen nicht einfach vernachlissigen kénnen, miissen wir die 
Versuchsresultate nicht als absolute, sondern nur als relative 
GréBen bewerten. Nur der Nullwert ist absolut und zeigt das 
Fehlen von Stickstoffsauerstoffsiuren. 

Um einerseits auf die absoluten Werte umrechnen zu kénnen 
und andererseits iiber die Fehlergrenze rein empirisch ein Bild 
zu gewinnen, haben wir zu bekanntem Harn definierte Mengen 
NaNO, zugesetzt. Dariiber geben Analyse 4, 5, 8,12 und 13 Auf- 
schlu8. Spalte VII gibt die fiir das zugesetzte Nitrat gefundene 
Stickstoffmenge, Spalte VIII ist aus der Einwage berechnet unter 
der Annahme, daB aus 1 Mol NaNO, (85,01) '/, Mol N, = 14,005 ¢g 
gewonnen werden. Spalte [IX gibt das Verhiltnis von gefundener 
zu berechneter Stoffmenge. ‘Theoretisch wiirde das Verhiltnis 
= 1,00, wenn das gesamte Nitrat durch die Hg-Reduktion erfaBt 
wiirde = 2,00, wenn nur der Zerfall von Ammonnitrat statthiitte. 
Die gefundenen Zahlenwerte liegen unter 1,00, sind also so zu 
deuten, dai im Gesamtbild die Lunge-Berlreaktion nicht 100°/, 
erscheint; die Zahlenwerte, mit 100 multipliziert, geben die Pro- 
zente gefundenes Nitrat mit dem Durchschnittswert von 85,3°/, 
mit dem maximalen Fehler von + 17°/, und dem Durchschnitts- 
fehler von + 8°/,. Analyse 9, bei der das Nitrat erst nach dem 
Eindampfen des Harnes zugesetzt wurde, gibt nur eine Ausbeute 
von 60°/,; wir nehmen an, da im Gegensatz zur sonst homogenen 
Verteilung bei dieser Analyse sich lokal gréSere Salpetersiure- 
konzentrationen bilden, die durch Nitrierreaktion der Bestimmung 
verloren gehen. Versuche 19/20 zeigen, dai auch ohne Hg-Reduk- 
tion schon ein Gasvolumen gebildet wird. Wir finden so etwa 
75°/, der Gesamtgasmenge, oder unter Beriicksichtigung der 
stéchiometrischen Verhaltnisse einen Umsatz von 50°/,. Ver- 


such 24, Ammenmilch, die bei der qualitativen Priifung mit 
Diphenylamin’) keinen blauen, sondern einen braunroten Farb- 
ring erzeugte und deshalb als nitratfrei angesprochen wurde, 
gab mit unserer Methode einen Nitratgehalt von 243 mg NaNO, 


pro Liter. 
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Beschreibung der Methodik. 


Zur Durchfiihrung sind erforderlich: 

A. Zersetzungskolben nach Lunge-Berl (Figur, 7 
250 ccm). 

B. luftfreier CO, Kipp. 

C. Verbrennungsrobr. 

D. Azotometer. 


An Lésungen werden gebraucht: 

A. 80°/, nitratfreie H,SO,. 

B. kaltgesittigte saure Na,SO,-Liésung: 200 ¢g 
Na,SO,-10H,O in 1000 cem H,O + 1000 ccm 
80°/, Schwefelsiiure. 

C. Metallisches Quecksilber. 

D. 50°/, Kalilauge fiir das Azotometer. 


20—50 ccm des mit 2n-Natronlauge schwach alka- 
lisch gemachten Harns werden mit der Pipette in den 
Kolben A gefiillt und 0.5 g cale. Soda zugegeben, die 
sich schnell auflésen. Der Kolbeninhalt wird erst bei 
geringem Druck und niederer Temperatur, spiiter, wenn 
das Schiumen nachliBt, bei vollem Wasserstrahlvakuum _ 
ind steigender Temperatur (bis 60°) zur Trockne ver- 
dampft. Der Kolben wird mit dem Schliffaufsatz 4, dessen Schliffhihne 
mit Vakuumfett sauber gedichtet sind, versehen und mit dem Ansatz C iiber 
eine Waschflasche mit H,SO, mit dem CO,-Kipp verbunden, mit dem An- 
satz D an eine Wasserstrahlpumpe, die im NebenschluB ein Quecksilber- 
manometer hat, angeschlossen. Durch Hahnstellung DB wird die gesamte 
Apparatur evakuiert und folgendermaBen auf Dichtigkeit gepriift; Hahn F 
wird durch '/, Drehung so gestellt, daB siimtliche Offnungen verschlossen 
sind, der Manometerstand wird fixiert, nach 3 Minuten wird Hahn F in 
Stellung DB gedreht, am Manometer darf kein Sinken des Druckes angezeigt 
werden. Hahn F wird jetzt so in Stellung CB gebracht, daB die Vertiefung G 
iber die B-Offnung wandert, die Apparatur fiillt sich mit CO,-Gas, wird 
dann noch 2 mal evakuiert, bzw. mit CO, gefillt und nochmals evakuiert — 
m’ Kolben ist die atmosphirische Luft durch CO, ersetzt —, jetzt zum 
zweiten Male auf Dichtigkeit gepriift. Die Verbindung zum Kipp wird 
unterbrochen, Hahn F so gedreht, daB die Vertiefung G zwischen C und D 
Verbindung herstellt und die Verbindung zur Pumpe gelést. In den 
Trichter / werden 50 cem 80°/, ige Schwefelsiiure gegeben und vorsichtig in 
den Kolben einlaufen gelassen; unter Gasentwicklung und starkem Schiumen 
geht der Harn beim Schiitteln zum gréBten Teil in Lésung. Nun werden 
b 4 ecm Hg eingetropft und 15 Minuten kriftig geschiittelt. Die Schwefel- 
siure vernichtet jede listige Schaumbildung. Trichter £ wird mit 80°/, iger 
Schwefelsiure vollstindig gefiillt und durch herzhaftes EinflieBenlassen das 
Gas aus dem Ansatzrohr H verdringt; durch weiteres Zugeben vom Schwefel- 
siure-Natriumsulfatgemisch wird der Unterdruck in der Apparatur aus- 
zeglichen. An den Ansatz C wird der Kohlensiiurekipp, an D ein Ver- 
brennungsrohr von 45 cm Linge, welches 20cm CuO und eine Cu-Spirale 
von 8 cm enthilt, angeschlossen, dessen freies Ende mit einem Azotometer 
jnit Hg-Abschlu8 und 50°/, KOH-Fiillung verbunden wird. Durch Ab- 
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klemmen vor dem Azotometer und Offnen des CO,-Stromes wird nach den 
Druckausgleich auf Dichtigkeit des Verbrennungssystems gepriift, und be; 
gedffnetem Azotometer die Luft durch CO, verdringt. Nach einiger Zeit (etwa 
5 Minuten) wird die Klemme am Azotometer geschlossen, das Azotometer 
durch Heben der Niveaukugel mit Lauge gefiillt, der Hahn geschlossen, 
die Niveaukugel méglichst tief gestellt und die Klemme vorsichtig geéffnet. 
Wird das Gas von der Kalilauge bis auf stecknadelkopfgroBe Blischen 
adsorbiert, wird der CO,-Strom geschlossen, das Verbrennungsrohr geheizt 
(das CuO auf dunkle Rotglut, die Cu-Spirale schwicher) und wenn der 
Wirmeausgleich erfolgt ist, Hahn / in Stellung BD gedreht und durch 
vorsichtiges Offnen des E-Trichterhahnes das Gasvolumen in das Ver. 
brennungsrohr so schnell gedriickt, dab im Azotometer die Gasblasen dic 
halbe Hohe erreicht haben, wenn eine neue Folge den Hg-VerschluB passiert. 
Hat der Fiiissigkeitsmeniskus im Kolben A die D-Bohrung in Hahn F voll. 
stindig ausgefiillt, wird F’ in Stellung CD gebracht, der CO,-Strom vor- 
sichtig gedffnet und solange in Gang gehalten, bis im Azotometer prak- 
tisch volistiindige Adsorption eintritt (kleine Blischen, die am Meniskus 
nicht sofort platzen); die Klemme am Azotometer wird geschlossen, die 
Verbindung mit dem Verbrennungsrohr geldst. 

Das Azotometer wird zum Wirmeausgleich an einen wohltemperierten 
Ort gebracht und nach 30 Minuten werden hier Gasvolumen, Temperatur 
und Barometerstand abgelesen. 


Zusammenfassung. 

Ks wird fiir die Stickstoffsauerstoffsiuren(Nitrat—Nitrit)bestim- 
mung im Harn und anderen biologischen Fliissigkeiten eine gas- 
volumetrische Methode beschrieben, die den Harn ohne jede Vor- 
behandlung verarbeitet, nach den Reaktionsbedingungen nur den 
an Sauerstoff gebundenen Stickstofi erfaBt und dessen quanti- 
tative Auswertung auf empirischer Grundlage mit 16°/, Fehler 
gestattet. 
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Uber Emulsin. XIX?) 


Die Einwirkung von Ozon auf Mandelemulsin. 
Von 


Burckhardt Helferich und Siegfried Rudolf Petersen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Miirz 1935.) 


Die vor einiger Zeit”) gemessene Kinwirkung von Ozon auf 
Mandelemulsin ist in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht 
worden. 

I. Zuniichst ist an einem einfachen Beispiel die Genauigkeit 
des Ozonverbrauchs gepriift. Zu einer bekannten Menge Allyl- 
alkohol (0,00346 g Allylalkohol in 2ccm Wasser) wurden steigende 
Mengen einer frischen, bei 0° hergestellten Ozonlésung (10 ccm 
= 7,0 x 10-4 g Ozon) gegeben und nach 5 Minuten der nicht 
ozonisierte Allylalkohol durch Zugabe von 50,0 ccm Bromid—Bromat- 
lisung mit 10 ccm konzentrierter Salzsiure (= 0,0148 g Br) und 
Riicktitration des unverbrauchten Brom mit Jodkalium und Thio- 
sulfat bestimmt’). 


/ 


1 _* Ff & | 4 Ss | & Ff 8 
































Allylalkohol-| Wasser | Ozon- | Thiosulfat 
losung ‘ . wits 

aan (0°) lésung |(zuriicktitr.) 
2,0 30 ~ 14,0 = “ 
2,0 25 5,0 16,7 5,1 4,2 —0,9 
2,0 20 10,0 19,0 8.4 8,5 +0,1 
2.0 15 15,0 22,7 13,8 12,7 ~ hat 
2,0 10 20,0 24,6 16,5 16,9 +0,4 
2,0 ie 30,0 29,4 23.5 25,4 +1,9 


Spalte 6 gibt die Menge ozonisierten Allylalkohol (g x 10~*) 
errechnet aus dem Ozonzusatz: 1 Ozon = 1 Allylalkohol; Spalte 5 
gibt den Allylalkohol ebenso, aber errechnet als Differenz der zu 
Anfang vorhandenen Menge (34,6 x 10~‘ g) und der mit Thiosulfat 
(Bromid—Bromat) zuriicktitrierten Menge. Die Spalte 7 zeigt, daB 
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die aus dem Ozonzusatz bestimmte Menge ozonisierten Allyl- 
alkohols ganz brauchbar mit der auf die andere Weise bestimmten 
tbereinstimmt. 

Es soll diese ,,Titration von Doppelbindungen mit Ozon* 
auch fiir andere Fragen ausprobiert werden. 

Il. Setzt man zu einer Emulsinlésung von bekanntem Gehalt 
an Enzymeinheiten eine zur volligen Zerstérung des Ferments 
nicht ausreichende Menge Ozonlésung, so sinkt die Wertigkeit. 
Die Anzahl der durch das Ozon zerstérten Enzymeinheiten ist 
das Produkt aus dem Wertigkeitsabfall und dem — praktisch 
unverinderten — Trockengehalt der Fermentlésung. Es laBt sich 
also die Menge Ozon errechnen, die eine Enzymeinheit zur Zer- 
stérung verbraucht. 

Ungepufferte Fermentlésungen ergaben die folgenden Werte: 


i a @ Fe fat 6 | ee | 








g Ozon auf 








ecm g Anfangs-]| ccm g Wertig- 

Ferment- F wertig- | Ozon- Ozon keits- eine zer- 
lésung saaeeaes keit lésung | xX 1074 | abfall | stérte E.E. 
20 0,0494 8,4 6 3,35 2,7 0,00252 
15 0,0482 8,9 10 5,80 4,6 0,00261 
24 0,0475 8,3 8 5,00 3,7 0,00285 




















Bei py 5,0 gepufferte Fermentlésungen ergaben etwas hdhere, aber 
auch konstantere Werte. 


18 0,0475 8,3 10 6,05 4,0 0,00318 
18 0,05106 9,1 10 6,25 4,2 0,00292 
18 0,0510 9,8 10 7,55 4,7 0,00314 
18 0,0512 9,3 10 5,70 3,6 0,00310 


Ferment- wie Ozonlésungen dieser Versuche sind alle einzeln 
hergestellt und auf Wertigkeit und Gehalt gesondert gepriift. Die 
zur Zerstérung einer Enzymeinheit nétige Menge Enzym stimmt 
besonders bei den gepufferten Liésungen ganz gut mit der in der 
ersten Arbeit”) fir hochwertiges Enzym angegebenen Menge 
(0,0034 g) tiberein. 

Ill. In der ersten Arbeit?) ist schon angegeben, da der 
Zusatz von Tryptophan zu einem Fermentpriparat dieses gegen 
Ozon widerstandsfihiger macht. Das Ozon wird z. T. von dem 


zugesetzten Tryptophan abgefangen. 

Im folgenden sind auBer Tryptophan noch eine Reihe anderer, 
fiir sich allein ozonempfindlicher Zusiitze in der gleichen Rich- 
tung gepriift. 


In allen Fallen wurde durch besondere Versuche 
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quantitativ festgestellt, daB diese Zusiitze die Wirksamkeit des 
Ferments nicht beeintlussen. 


Zu 4,0 cem Fermentlésung (9-Glucosidasewert 9,0, 1,275 °/,ig) wurden 
jedesmal 1,0 ccm m/100 (soweit nicht anders bemerkt) der betreffenden Sub- 
stanz, dann 10 cem Ozonlésung (6,8 x 10~* g O,) zugegeben und danach der 
3-Glucosidasewert in der tiblichen Weise‘) bestimmt. Spaltzeit 7 Minuten. 

















a. 
1 | 2 | 38 4 5 
6-Gluco- ‘ P 
Zusatz sidase- Bemerkungen 
wert | Spaltung | Kontrolle 
We. 6 ws 4,3 — 0,69 — 0,04 
Tyrosin. .... 4,2 -- 0,71 —0,02 | In n/200-H,SO, 
Cystin 4,3 —0,71 —0,05 | Ges. Lésung in n/50 
Histidin .... 5,1 — 0,48 — 0,05 Schwefelsiiure 
Phenylalanin . . 5,3 — 0,58 —0,03 | Aus Versuchsreihe c 
Cystein-HCl . . 5,8 — 0,30 — 0,04 
Tryptophan. . . 6,9 — 0,02 0,00 


Bei den folgenden Versuchen wurde vor Zusatz des Ozons durch Zusatz 

von je 3,0 ccm Acetatpuffer (m/10) die Lésung auf py 5,0 gebracht. Das 

Ferment dieser Versuche hatte den 6-Glucosidasewert 9,6. Die Ozonlésung 
war etwas stiirker. 














b. 
wee. «s,s 5,1 — 0,62 — 0,03 
Maleinsiiure. . . 4,9 — 0,69 — 
Allylalkohol. . . 5,7 — 0,48 
“ es - 6,4 — 0,33 3m/100, also die 3 fache 
Tryptophan. . . 6,5 — 0,31 ~~ Menge 


Fiir die folgenden Versuche kam ein Ferment vom §-Glucosidasewert 9,2 
zur Verwendung. 


Cc. 
WO he ees 4,7 — 0,74 — 0,04 
Glycyltryptophan . 6,6 — 0,30 — 0,04 
5- Indolylessigsiure 7,1 — 0,18 — 0,03 
Tryptophan 7,4 — 0,14 — 0,04 


Die Versuche ergeben, daB der Zusatz von T'yrosin, Cystin 
oder Maleinsiure gar nicht ,,schiitzt“. Die Empfindlichkeit des 
Ferments gegen Ozon ist so viel gréBer als bei diesen Substanzen, 
daB das Ozon praktisch vollstindig vom Ferment verbraucht wird. 

Stirker ,schiitzen“ Histidin, Phenylalanin, Cystein und Allyl- 
alkohol. Aber auch hier ist die Empfindlichkeit des Ferments 
sréBer; das Ozon geht zum gréBeren Teil an dieses. 
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Dagegen ,,schiitzen“ Tryptophan und die beiden untersuchten 
anderen Indolderivate das Ferment erheblich vor dem Ozon, 
Andererseits ist es nicht so, daf das zugesetzte Ozon zuniichst 
nur das Tryptophan angreift. Denn (vgl. die folgende Tabelle 
unter IV) das zugesetzte Ozon wiirde nicht ausreichen, die zu- 
gesetzte Menge Tryptophan und die im Ferment vorhandene 
Menge Tryptophan zu zerstéren. Soweit es die Fehlergrenze 
solcher Ozonbestimmungen zulaifbt, kann man schiitzen, daB die 
Ozonisierungsgeschwindigkeit des Tryptophans und des Ferments 
sehr dhnlich, vielleicht gleich sind. Das Ozon verteilt sich etwa 
zu gleichen Teilen auf Ferment und Tryptophan. Es liBt sich 
mit diesem Befund in Ubereinstimmung bringen, daB im Ferment 
das Tryptophan oder ein anderes, vielleicht dem Tryptophan 
nahestehendes Indolderivat®) fiir die Fermentwirkung wesentlich 
ist. Ein biindiger Beweis dafiir liegt freilich nicht vor. Denn 
auch ganz andere Substanzen (z. B. Pyrrolderivate) kénnen die 
gleiche Ozonempfindlichkeit wie das Ferment haben. 

IV. Zur Bestimmung der Einwirkung von Ozon auf Trypto- 
phan wurden je 1,0 cem m/100-Tryptophanlésung (in Wasser) mit 
steigenden Mengen einer Ozonlésung (7,9 x 10~* g O, in 10,0 com 
Wasser) versetzt, mit Wasser auf ein gleiches Volumen aufgefiillt 
und der Gehalt an Tryptophan nach Winkler®) bestimmt. Da 
sich herausstellte, dafi bei der Ozonzerstérung des Tryptophans 
Siuren entstehen, wurde auBerdem eine andere Probe der ozoni- 
sierten Lésungen mit n/100-Natronlauge (Phenolphthalein) titriert. 





Ozonlésung . ecm n/100-NaOH | —_—‘ Tryptophan 
Mol O, ber. auf die in °/, des zu Anfang 
cem ganze Menge Tr. vorhandenen 
_ — 0,30 100 
6 1 1,26 57 
12 2 1,56 24 
18 3 3,90 nicht mehr bestimmbar 
24 4 3,24 desgl. 
30 5 3,54 desel. 











_ 


Die Ozonzerstérung des Tryptophans ist bei p, 5—5,7 am 
stiirksten. 


Zu je 2 cem m/200-Tryptophanlésung wurden je 10 cem Ozonlésung 
bei wechselndem py gegeben (1ccm m/10-Acetatpuffer, von py 5,90 an 
Phosphatpuffer). 


Poe see ©6 64,0120 445 4,97) 5BT2si5,90 «G95 
°/, zerstortes | 
Tryptophan |{ 


62 86 95 96 67 64 
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Zur Zerstérung des Tryptophans bis zum Verschwinden der 
Reaktion nach Winkler sind in der ungepufferten Lisung ziem- 
lich genau 3 Mol Ozon ndotig, in der gepufferten Lésung (p,, 5—5,7) 
11/, Mol. Darin, daB bei p,, 5,0 das Ferment zu seiner Zer- 
stjrung einen hdheren, reines Tryptophan einen geringeren Ozon- 
yerbrauch hat als in der ungepufferten Lésung, liegt ein be- 
merkenswerter Unterschied zwischen beiden Priparaten. Die 
Abhingigkeit des Ozonverbrauchs vom p,, lieB sich aber mit ver- 
schiedenen Fermentpriiparaten iiberhaupt nicht in eindeutiger 
Weise reproduzieren. 

V. Der schon in der ersten Arbeit erwihnte Niederschlag, 
der bei der Ozonisierung der Fermentlésung entsteht, wurde 
etwas genauer untersucht. Er entsteht am schnellsten und voll- 
stindigsten bei etwa p,, 5,0. Bei 4,35 entsteht nur noch wenig 
davon, bei 6,20 und 7,35 nichts mehr. 

Bei einem Versuch in gréBerem MaBstab — 100 ccm Ferment- 
lisung, 1,23 ¢ Trockengehalt, (#-Glucosidasewert 8,7, 800 ccm 
Ozonlésung — wurden 20 Stunden nach Zugabe der Ozonlésung 
0,2423 g Niederschlag = 19,8°/, abzentrifugiert. Nach weiteren 
24 Stunden konnten nochmals 0,2938 g = 23,8°/,, im ganzen 


also 43,6 °/, des Ferments, als Niederschlag gewonnen werden. 


Der Niederschlag ist in Wasser unldslich, léslich (und leicht 
hydrolysierbar) in Salzsiure. Er gelatiniert mit Kisessig. Molisch- 
und Indolreaktion auf Zucker‘) sind positiv. Die Menge des 
Niederschlags macht es wohl unwahrscheinlich, dab er ein spezielles 
Spaltstiick des eigentlichen Ferments ist. Seine Zusammen- 
setzung weicht nur wenig von der des Fermentpriaparats ab: 

Ferment: C 49,2 H 6,9 N 15,4 
O,-Niederschlag: ,, 50,57 », 6,08 >» 18,68. 


VI. Es wurden einige weitere Carbohydrasen auf ihre Empfind- 
lichkeit gegen Ozon quantitativ gepriift. 
Die #-d-Galaktosidase des Luzerne-emulsins*’) wird durch 


Ozon ebenfalls zerstirt; gleichzeitig sinkt der Gehalt an nach- 


weisbarem ‘Tryptophan und es entsteht ein Niederschlag. Der 


'Verbrauch an Ozon bis zur Zerstérung des Ferments ist er- 
-heblich gréBer als bei Mandelemulsin, doch ist dies bei dem 


sicher unreineren Priparat nicht zum Vergleich mit dem reineren 


' Emulsin zu verwerten. 


Malzdiastase, gereinigt nach Weidenhagen’), ist gegen 


| Ozon sehr empfindlich. 20 ccm einer Fermentlésung vom Trocken- 
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gehalt 0,00612¢ werden durch 10 ccm Ozonlésung (= 5.7 x 10744 
vollig unwirksam gegen Stiirke. Auch hier entsteht ein Nieder 
schlag in maximaler Menge ebenfalls bei etwa p,, 5,0. 
a-Glucosidase aus Hefe braucht bemerkenswert viel mel 
Ozon zur Zerstérung als die anderen Fermente. Es erklirt sic! 
durch die Anwes¢ oheit eines Ozon verbrauchenden oder katalytisc| 


zerstérenden Stoffs in den «-glucosidasehaltigen Extrakten dq 


Hefe. Denn der Zusatz solcher Extrakte schiitzt auch Mandel 
emulsin im gleicien Mafe vor der Kinwirkung des Ozons. 
Auch bei der «-Glucosidaselésung ist das Maximum de 
Niederschlagsbildung bei etwa p,, 5,0. 
Bei Diastase wie bei «-Glucosidase nimmt der Gehalt ai 
nachweisbarem Tryptophan mit der Wirksamkeit ab, soweit e 
quantitativ verfolzt wurde, auch hier gleichmibig. 





Friulein Strassburger sind wir fiir ihre eifrige Hilfe bei dieser Ar 
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Entwicklung dehydrierender Enzymsysteme 
bei der Keimung von Samen.. I. 
Von 
Hans vy. Euler und Ruth Weichert. 


Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Marz 1935.) 


Vor kurzer Zeit haben wir!) an einer Gerstensippe Albina 1 





hungs. 


tiitzun: 


Bach. 





und an einer uns von Herrn Prof, Dr. H. Nilsson-Ehle iiber- 
lassenen Réntgenmutation Versuche angestellt iiber die Fahigkeit 
der Keimblatter, Bernsteinsiure und pflanzliche Eigendonatoren 
enzymatisch zu dehydrieren. Es hatte sich dabei gezeigt, daB die 
Dehydrasewirkungen an jungen Keimblittern am 4. Keimungstag 
erheblich stirker \ en als an dlteren Keimblittern. Die Unter- 
suchung konnte damals nicht auf die ganze Entwicklungsdauer 
ausgedehnt werden, da die chlorophylldefekten Mutanten, die in 
dieser Hinsicht von den chlorophyllnormalen Gerstenpflanzen 
unterschieden werden sollten, vor dem 3. Entwicklungstag nicht 
als solche erkannt werden konnten. Mit Hilfe des Fluorescenz- 
mikroskops ist es uns nun gelungen, schon vom 1. Keimungstag 
an die Mutanten von den normalen Pflanzen zu unterscheiden. 
Wir brauchten niamlich die jungen Pflanzen in der Regel nur 
1 Stunde lang dem Tageslicht auszusetzen; in den normalen Pflanzen 
reichte dann die Chlorophyllbildung schon hin, um das Auftreten 
der Rotfluorescenz feststellen zu kénnen. Die Keimblitter dieser 
Pflanzen waren noch nicht aus dem Samenkorn hervorgekommen, 
ihre Linge betrug nur 3—4 mm und ihr Gewicht etwa 3 mg. 
Wir haben nun die friiher angegebenen orientierenden Be- 
stimmungen an den Gerstensippen Primus II und an Réntgen- 
mutation I und II von Nilsson-Ehle fortgesetzt, zunichst mit 
Bernsteinsiure als Donator, dann besonders mit Apfelsiiure, welche 
von den jungen Keimblattern keimender Gerste ganz besonders 


leicht dehydriert wird. 


1) Euler u. Weichert, Sv. Kem. Tidskr. 46, 301 (1934). 
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Im folgenden geben wir die Resultate unserer Dehydrierungs- 
versuche an, und heben schon jetzt hervor, daB der interessanteste 
Teil der Kurven in den ersten 4 Entwicklungstagen liegt. Durch- 
weg fallt namlich die Dehydrasewirkung der Keimblatter (gegen- 
iiber Apfelsiure und verwandten pflanzlichen Oxysiuren) vom 
Beginn der Keimung an und zwar bereits innerhalb 48 Stunden, 
um etwa 100°/,. Wurde Natriumsuccinat als Donator verwendet 
(neben welchem die eigenen Donatoren der Keimbliatter in Wirk- 
samkeit treten), so erreichte die Abnahme im Anfang der Keimung 
noch viel gréBere Betrige, z. B. bei Gulvit innerhalb 24 Stunden 
400°/,. Vom 3.—4. Keimungstag an ist dann die Abnahme der 
Dehydrasewirkung geringer, wie aus den Figuren 1, 2 und 5 deutlich 
hervorgeht. 

Wir haben in dieser Untersuchung die Wirksamkeit des ge- 
samten Dehydrasesystems der verschiedenen Sippen und Mutanten 
im Thunbergversuch gepriift; in einer folgenden Mitteilung sollen 
die dabei eintretenden Variationen der einzelnen Komponenten 
der Dehydrasesysteme, also des Flavinenzyms der farblosen De- 
hydrase und der Co-Zymase’) getrennt studiert werden. 

Bevor wir unsere Resultate graphisch oder in Tabellenform 
mitteilen, miissen wir tiber unsere Versuchsmethodik einige An- 
gaben machen. 

Zur Methodik. 


Die Gerstenkérner wurden iiber Nacht in eine 0,5 °/,ige Hydroperoxyd- 
lésung gelegt und am folgenden Tag zwischen Filtrierpapier in Blechkasten 
zur Keimung gebracht. In den folgenden Figuren ist die Entwicklungszeit 
vom Ende der Peroxydbehandlung an (Zeit 0) gerechnet. 

Auf unsere fluorometrische Methode, normale und chlorophylidefekte 
Pflanzen von Anfang der Keimung an zu unterscheiden, haben wir schon 
in der Einleitung hingewiesen. Bei der Sippe Primus II, Xantaurea, deren 
Mutanten hellgriin sind, welche also in dunkelgriin-hellgriin spaltet, konnte 
man am 1. Keimungstag im Fluorescenzmikroskop die beiden Farbenténe, 
allerdings schwer, unterscheiden, dagegen war dies am 2. Keimungstag schon 
ganz unmdglich. 

Nach dem Einweichen in der Peroxydlésung wurden die Embryonen 
aus dem Samenkorn herausgeschnitten und die Dehydrasebestimmungen wie 
friiher in Thunbergréhren nach der yon Thunberg und Ahlgren an- 
gegebenen Methodik ausgefiihrt. 

Wir haben auch die Embryonen von nicht vorbehandelten Gersten- 
kérnern untersucht, dabei zeigte sich aber, daB im Thunbergversuch das 


1) A. W. H. van Herk hat kiirzlich in diesem Institut die Entwicklung 
der Co-Zymase und des Gesamtflavins bei der Keimung von Erbsen ein- 
gehend studiert. Wir verweisen auf seine Untersuchung in Sy. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 11A, Nr. 22 (19385). 
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Methylenblau an den trocknen Schalenteilen adsorbiert wird, wodurch eine 
yolistindige Entfirbung verhindert wird. Immerhin ergaben diese Versuche, 
daB bereits im ruhenden Embryo des trocknen Samenkornes das Dehydrase- 
system vorhanden ist, allerdings in viel geringerer Menge oder Wirksamkeit 
als in den eingeweichten Kérnern, welche etwa 15—20 mal gréBere De- 
hydrasewirkung zeigen als das trockne Samenkorn. 

Die verhiltnismabig geringe Reduktionswirkung der Keimblitter machte 
es notwendig, die Thunbergréhren mit mehr als einem einzelnen Keimblatt 
zu beschicken, um geeignete Entfirbungszeit zu erhalten. Die Keimblitter, 
deren Frischgewicht festgestellt wurde, verrieben wir in den Thunberg- 
rébren mit je 0,5 ccm Pufferlésung, dann wurde 1 ccm der Donatorlésung 
sugegeben, und zwar 2—5°/, ige Lésungen der Na-Salze von Apfelsiure, 
Bernsteinsiure, Citronensiure oder Hexose-diphosphorsiiure. Jede Reaktions- 
mischung wurde mit 0,2ccm Co-Zymaselésung, enthaltend 120 Co/cem versetzt, 
obwohl dieser Zusatz bei den Bernsteinsiureversuchen keinen Effekt zeigte. 

Das innere Rébrchen enthielt bei jedem Thunbergversuch 0,5 eem 
einer Methylenblaulésung 1 : 20000. 


Ergebnisse. 


In den Fig. 1—5 bezeichnen die ausgezogenen Kurven die 
Dehydrasewirkung der chlorophyllnormalen Pflanzen, die ge- 
strichelten diejenigen der defekten Pflanzen. Die auf den Ordinaten 
angegebene Dehydrasewirkung ist auf 1 mg Frischgewicht des 
Pflanzenmaterials bezogen und aus den beobachteten Entfirbungs- 
zeiten t berechnet. 

Zum ersten Versuch jeder Reihe (Keimungstag 0), an welchem 
die normalen Kérner nicht von den defekten unterschieden werden 
kénnen, wurden zu jedem Versuch so viel Embryonen angewandt, 
da8 weitaus die gréBte Anzahl derselben chlorophyllnormal gewesen 
sein muB. Die betr. Bestimmungen sind dementsprechend als 
,normale“ in die Fig. 1—5 eingezeichnet. 

Pflanzenmaterial. — Die Sippe Primus II ist durch Kreuzung von 
Gullkorn und Primus I erhalten worden. Von Primus II leiten sich die 
3 Mutanten ab: Gulvit, Xantalba und Xantaurea. 

Simtliche Primus II-Keimblitter enthalten nach Feststellungen von 
H. Hellstrém und N. Lovgren die fiir gewisse Gerstensippen charakte- 
ristische ') Indolbase C,,H,,N,, und zwar enthalten auch die chlorophyll- 
defekten Primus II-Mutanten Gulvit, Xantalba und Xantaurea die Indolbase 
etwa im gleichen MaBe wie die chlorophyllnormalen Primus II. Die Réntgen- 
mutationen I und II sind von Nilsson-Ehle durch Réntgenbestrahlung 
von Guldkorn (Goldgerste) erhalten worden, und stellen die F,-Generation 
der bestrahiten K6rner dar. 


Bereits in der vorhergehenden Mitteilung ist angegeben worden, 
daB die Dehydrasewirkung in jungen Keimblattern (1.—4. Keimungs- 





1, Euler u. H. Hellstrém, Diese Z. 208, 43 (1932); 217, 23 (1933). 
6* 
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tag) von Gerste der PrimusII-Sippen stiarker gefunden wird als 
an ilteren (6.—9. Keimungstag). Zwischen den chlorophyllnormalen 
Keimblaittern und den chlorophylidefekten wurden bei Albina I 
und Primus II-Gulvit keine wesentlichen Unterschiede gefunden, 
und zwar weder bei Verwendung der eigenen Donatoren noch bei 
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Zusatz von Apfelsiure oder Bernsteinsiure. Auch bei Rontgen- 
mutation I traten keine erheblichen Unterschiede zwischen den 
normalen griinen Keimblaittern und den weifen Mutanten hin- 
sichtlich der Dehydrasewirkung auf. 

Wie in der Einleitung erwahnt, sind die wichtigsten Resultate 
der Untersuchung der Gerstendehydrasen 
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1. die auBerordentlich groBen und schnellen Abnahmen der 
Dehydrasewirkung (auf sowohl Apfel- und Citronensiure, als auf 
Bernsteinsiure) innerhalb der ersten Keimungstage (vgl..Fig. 1—5); 

2. die besonders starke Dehydrasewirkung gegeniiber Apfel- 
siure. (Vergleich der Ordinatenwerte der Fig. 1 und 2.) 

3. die Ubereinstimmung zwischen den griinen und den etio- 
lierten Blittern. 

Von Interesse ist der Befund, daB in den belichteten chloro- 
phyllnormalen Pflanzen von Primus II-Gulvit die Reduktionswirkung 
nicht wesentlich héher ist als in den etiolierten: 

Meimunmgstag . . 2. 1. 1 +» «© © - 6 7 8 9 

Dehydr. Wirkung per me{ ctigiiert O31 089 028 Os 

An Réntgenmutationen I und IT (Guldkorn, réntgenbestrahlt, 
1934, 244 und 240) wurde die Dehydrasewirkung teils mit Apfel- 
siiure untersucht (Fig. 5), teils mit Bernsteinsiure. (Vgl. Tabelle S.86). 

Katalasewirkungen. In unserer friiheren Mitteilung haben wir 
die Katalasewirkungen von Primus II, sowie der Mutanten Gulvit, 
Xantalba und Xantaurea, bereits durch einige Zahlen gekenn- 
zeichnet. Im folgenden seien nun die Katalasewerte der 2 Mutanten 
Gulvit und Xantalba graphisch zusammengestellt (Fig. 6 und 7). 
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Die weiBe (chlorophyllfreie) Mutante Gulvit zeigt, entsprechend 
den fritheren Befunden an Albina, Katalasewerte, welche etwa die 
Halfte der chlorophyllnormalen Sippe Primus II betragen. 

Bei den Mutanten Xantalba und Xantaurea, welche gelbgriin 
bzw. hellgriin sind und also Chlorophyll enthalten'), wenn auch 


1) Das Chlorophyllverhiltnis Primus II und Xantalba einerseits (etwa 
10:1), Xantaurea andererseits (etwa 2,5:1) ist von N. Lévgren gemessen 
worden und soll bald ausfiihrlicher mitgeteilt werden. 
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Réntgen- . Enttirb. | Dehydrase- | Dehydrase- 
t Keimungs- Gewicht Minuten wirkung wirkung 
anal tag in mg per Pflanze| per mg 
tion t 10000/Min. |10000/Gew. ¢ 
1 Spaltet griin-weiB. 
m norm. 18 264 37,9 2,10 
, def. 18 324 30,8 2,37 
4 norm. 45 310 32,2 0,72 
def. 32 380 30,8 0,95 
F norm. 63 330 30,3 0,48 
' def. 60 815 31,8 0,53 
‘ norm. 176 315 31,8 0,42 
def. 7 307 32,5 0,42 
a norm. 104 155 64,5 0,62 
i def. 67 320 31,2 0,47 
2 Spaltet griin-gelbgriin. 
norm. 35 324 
ae oa 31,1 0,86 
def. 41 324 » " 
30 318 31,2 0,87 
norm. 60 321 
: re a 31,7 0,52 
def. 62 300 33,3 0,54 
norm. 63 335 2 
5 70 335 29,9 0,45 
= | i 31,2 0,47 
| norm. 94 320 31,2 0,335 
8 def. 82 255 
76 290 es 7 

















in geringerer Menge als Primus II, ist der Katalasewert viel weniger 
herabgesetzt, das Katalaseverhiltnis KV liegt bei diesen Mutanten 
nicht in der Nahe von 2, sondern zwischen 1,2 und 1. Ahnliches 
haben Euler und Hellstrém friiher an Gerstenmutanten Xantha 
und Alboxantha gefunden. 

In der gleichen Weise wie friiher an Primus II haben wir 
die Katalasewerte an den beiden Réntgenmutationen untersucht 
und also auch an diesen die chlorophyllnormalen Pflanzen mit 
den chlorophylldefekten verglichen. Das Ergebnis der Versuche 
von Herrn Magnus Petursson entspricht im wesentlichen dem 
mit Mutanten vom Albinatypus und vom Xanthatypus erhaltenen. 
Die Réntgenmutation I, welche chlorophyllfrei ist, hat einen stark 
erniedrigten Katalasegehalt. 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. IV. 
Von 


K. Myrbiick und Bertil Ortenblad. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mirz 1935.) 


Isolierung. 


Nach der friiher angegebenen Methode’), bestehend aus Metall- 
salzfallungen und Fallung durch Phosphorwolframsiure, gelingt 
es ohne allzu groBe Schwierigkeiten, Priparate von Co-Zymase 
zu gewinnen, die einen Reinheitsgrad von ACo = 30000—100000 
zeigen. Immerhin ist die Methode, besonders wenn gréBere 
Mengen von Co-Zymase dargestellt werden sollen, ziemlich miih- 
sam. Besonders ist die Zersetzung der groBen Mengen von 
rohem Quecksilbersalz mit Schwefelwasserstoff unangenehm. 
Schon friiher wurden Versuche gemacht, die Fiallung der rohen 
Liésungen mit Quecksilbersalzen durch andere Reinigungsmethoden 
gu ersetzen. U. a. konnten ab und zu durch eine Fiallung mit 
Bleiacetat und Lauge einigermaBen befriedigende Resultate erzielt 
werden”), meistens waren aber die Ausbeuten nur klein. Bei 
Verarbeitung von PreBhefe haben wir jetzt mit einer dhnlichen 
Methode gute Resultate bekommen. Zwar sind die Ausbeuten 
im allgemeinen nicht gréBer als 50°/,, jedoch ist die Methode 
im Vergleich zur Quecksilbernitratfillung sehr bequem und die 
erhaltenen Lésungen lassen sich gut weiter verarbeiten. 

Durch Extraktion der Hefe mit sehr schwacher Schwefel- 
siure anstatt mit Wasser konnten erst etwas bessere Ausgangs- 
lésungen gewonnen werden. Sie wurden wie friiher mit Blei- 
acetat gefallt. Beispielsweise wurde 1 Liter Kochsaft mit 30 com 
gesittigter Bleiacetatlésung vollstiindig gefillt. Der Niederschlag 
wurde verworfen. Das Filtrat wurde mit etwa derselben Menge 
Bleiacetatlésung und unter kriftigem Riihren so viel heiB ge- 





1) Zusammenfassung: Myrbick, Ergebn. d. Enzymforschung II, 139 
(1933). 
*) Vgl. z.B. Euler u. Myrbick, Diese Z. 169, 102 (1927). 
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sittigter Barytlésung versetzt, daf Thymolphthalein ganz schwach 
gebliut wurde. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde mit 
Schwefelsiure im Uberschu8 zersetzt und gab eine Lisung, die 
60°/, der Co-Zymase des Kochsaftes enthielt. Diese Ausbeute 
ist besser als die meistens erzielte. Die schwefelsaure Lisung 
wurde mit Phosphorwolframsiure vollstandig gefallt und der 
Niederschlag nach van Slyke zersetzt. Nach Beseitigen der 
Schwefelsiiure mit Baryt wurde mit beinahe quantitativer Aus- 
beute eine Lésung mit ACo = etwa 56000 erhalten, was auch 
als ein auBergewohnlich gutes Resultat betrachtet werden muf, 
Mit Silbernitrat wurde aus dieser Liésung ein Priparat mit 
ACo = 64000 und mit Silbernitrat und Ammoniak ein Priaparat 
mit ACo = 150000 erhalten, wobei die Ausbeute wesentlich 
kleiner war. 

Die Ausbeute bei der Bleifallung in alkalischer Lésung ist, 
wie gesagt, im allgemeinen 40—50°/,. Bei Fillung von reineren 
Liésungen in derselben Weise ist die Ausbeute immer wesent- 
lich besser. Die Ursache fiir die schlechte Ausbeute in den 
rohen Lésungen kénnte sein, daf bei der ersten Fallung mit 
Bleiacetat sehr viel Essigsiure, bzw. Natrium- oder Bariumacetat, 
in die Lésungen hineinkommt, die die Ausfallung der Co-Zymase 
als basisches Bleisalz teilweise verhindern kénnte. Es wurde 
deshalb versucht, die Co-Zymase in folgender Weise zu fillen: 
Der Kochsaft wird mit Bleiacetat ohne wesentlichen Uberschuf 
gefallt und zentrifugiert. Zur klaren Lésung wird dann eine 
Aufschwemmung von Bleihydroxyd in solcher Menge gegeben, 
als dem zuerst zugesetzten Bleiacetat etwa entspricht. Die 
Mischung wird etwa 1 Stunde geschiittelt, wobei ein Teil des 
Bleihydroxydes in Lésung geht, bzw. in einen leichten flockigen 
Niederschlag verwandelt wird, der u. a. den gréBten Teil der Co- 
Zymase enthilt. Die fast neutral reagierenden Mischungen werden 
mit Baryt auf p, = etwa 10 gebracht, wodurch noch etwas Co- 
Zymase gefallt wird. Die abzentrifugierten Niederschlige werden 
mit Schwefelsiure zersetzt. In dieser Weise konnte eine etwas 
bessere Ausbeute erzielt werden, auch waren die so gewonnenen 
Lésungen meistens etwas reiner als die mit der doppelten Blei- 
acetatfillung dargestellten. Der Unterschied war aber nicht groB. 

Nach der Fallung mit Phosphorwolframsaéure wurde manch- 
mal, wie schon friher, mit Pikrinsiiure hauptsachlich das inak- 
tive Pikrat der Adenyl-thiomethyl-pentose gefallt. Die Hefe, 
die jetzt als Ausgangsmaterial diente, enthalt aber ziemlich wenig 
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dieser Verbindung, so da8 meistens die Pikrinsiurefillung aus- 
gelassen wurde, da die Adenyl-thiomethyl-pentose auch bei der 
fraktionierten Silberfallung relativ leicht entfernt werden kann. 
Bei der weiteren Verarbeitung lohnt es sich im allgemeinen, bei 
der Fallung mit Silber und Ammoniak bzw. Blei und Ammoniak 
mehrere Fraktionen getrennt zu zersetzen. Beispiel: 

Eine in normaler Weise (auch mit Pikrinsiure) vorgereinigte Lésung, 
die schwach salpetersauer war, wurde mit Silbernitrat versetzt: 


mit AgNO, in salpetersaurer Lésung (py = etwa 2): 
Lésung 423 mit ACo = 17000, 


, u. Ammoniak zu py = etwa 5: - 424 , 5 = 172500, 
” ’ yo = yy TE ” 425 ,, » = 172000, 
= OS: « 426 ,,  ., = 150000. 


? 9 ”? 9 ” 9? 

Das Filtrat wurde mit Bleiacetat versetzt. Ein dabei entstehender 
Niederschlag gab die Lésung 427 mit ACo = 162000. Das Filtrat, das 
von Blei befreit wurde, enthielt noch wesentliche Co-Zymasemengen. Der 
ACo-Wert war aber kleiner als 10000. 

Eine groBe Anzahl dhnlicher Fraktionierungen ist aus- 
gefiihrt worden mit wechselndem Resultat. Die obige gehért zu 
den besten. Ks ist nicht ohne weiteres méglich, genaue p,,-Werte 
anzugeben, bei denen die reinsten Fraktionen gefallt werden. 
Es scheint, als spielt dabei der Reinheitsgrad der gefillten Lé- 
sung und auch die Menge der zugesetzten Fillungsmittel eine 
groBe Rolle. (Im allgemeinen wurde so viel Silbernitrat zugesetzt, 
daB ein Tropfen der Mischung mit gesittigter Barytlésung sofort 
einen braunen Niederschlag gab.) 

Reinigungsversuche mit Benzidin'), Das Priparat 506 mit 
ACo = 40000 gab mit Benzidinacetatlésung einen starken Nieder- 
schlag. Schon friiher war festgestellt worden, daB solche Nieder- 
schlige nur ganz wenig Co-Zymase enthalten. 80 ccm der 
0,5°/,igen Co-Zymaselisung wurden 2 Stunden mit 1 g Benzidin 
geschiittelt. Dabei léste sich ein Teil des Benzidins, ein Teil 
wurde in ungeléste Salze umgewandelt, ein Teil bliecb unverindert. 
Nach Filtrieren wurde ein kleiner Teil der Lésung von Benzidin 
befreit und im Gérungsversuch gepriift. Keine nennenswerte 
Abnahme der Aktivitét war eingetreten. Die benzidingesittigte 
Hauptmenge der Lisung wurde stark eingeengt, wobei eine zweite 
Fraktion von Benzidinsalzen ausfiel. Sie wurde abfiltriert. Das 
Filtrat enthielt noch beinahe die ganze urspriingliche Co-Zymase- 
menge. Es wurde zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 


1) Myrbick u. Larsson, Diese Z. 225, 131 (1934). 
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warmem absolutem Alkohol extrahiert, das Ungeliste in Wasser 


gelést und von Benzidin befreit = Lisung 429 mit ACo = 159000, 
Kin Praiparat mit ACo = 50000 wurde in derselben Weise 
mit Benzidin behandelt. Die schlieBlich erhaltene benzidinhaltige 
Wasserlésung wurde mit NaOH alkalisch gemacht, mit Chloro. 
form und Ather ausgeschiittelt und die Co-Zymase mit Queck. 
silberacetat gefallt. Aus dem Quecksilbersalz wurde mit Schwefel- 
wasserstoff die Lésung 432 erhalten: ACo = 102500. 

Strychninsalze. Aus der sehr reinen Liésung 425 (ACo = 
172000) wurde ein krystallisiertes Strychninsalz gewonnen: 
25 ccm der 0,1°/,igen Lisung wurden mit UberschuB von Strychnin 
geschiittelt. Nach Filtrieren wurde im Vakuum stark eingeengt. 
Bei einem Volumen von etwa 1ccm begann Krystallisation, 
Durch schwaches Erwirmen wurde eine klare Lisung erhalten, 
woraus sich im Kisschrank bis zu 2 mm lange Krystalle aus- 
schieden. Die kleine Krystallmasse wurde auf Ton von der Mutter- 
lauge moglichst befreit und im Vakuum getrocknet. Kin Teil davon 
wurde in Wasser gelést und Giirungsversuche damit angestellt. 
(Die minimale Strychninmenge schadet dabei nicht.) Das Salz 
zeigte einen Reinheitsgrad von ACo = 40000. Da die Substanz 
nur 0,93°/, P und 7,84°/, N enthielt, miissen wir schlieBen, daf 
sie etwa 7 Mol. Strychnin pro Atom P enthielt. Es erscheint 
fraglich, ob die Substanz einheitlich sein konnte. Jedenfalls 
erscheint es berechtigt, zu schlieBen, daB die reine Co-Zymase 
einen ACo-Wert von rund 300000 haben muB. 

Drei Lésungen (ACo = 130000—170000) wurden gemischt 
und mit Strychnin gesittigt. Nach starkem EKinengen hatte sich 
eine kleine Menge von Krystallen gebildet. Sie wurden abgepreft 
und getrocknet. Sie zeigten sich im Giirungsversuch vollig in- 
aktiv. Sie reduzierten auch nicht das Hypojoditreagens vou 
Willstatter und Schudel. (Vgl. eine folgende Arbeit.) Die 
Mutterlauge gab bei weiterem Einengen noch eine Fraktion vou 
Krystallen, deren Einheitlichkeit jedoch zweifelhaft war. Die 
Lésung der Krystalle zeigte den ACo-Wert 45000 und reduzierte 
Hypojodit entsprechend einem Glucosegehalt von 45°/, der 
Trockensubstanz. 

Mit anderen Priparaten wurden Versuche gemacht, durch 
Zusatz von organischen Lésungsmitteln zu den strychningesit- 
tigten Lésungen krystallisierte Salze zu fillen. Es konnten aber 
nur amorphe Fiallungen erhalten werden. Dagegen krystallisierten 
die wifrigen Lésungen beim Eintrocknen oft sehr schon. 


| selbs 
 Dure 





100¢ 


_ wese 


so d 
den 
mit 


Phos 


_ das 

| dann 
| Wei 
| 5806 


plizi 
die 1 


B 225( 
| mit 
' schal 


4 nisse 
| Zym 


pm te or OT OD Ot Ot OT OH OT OT bet et Ot 


friih 


ents: 


im ¢ 
freie 
seits 











Zur Kenntnis der Co-Zymase. IV. 9] 


Reinigung mit Uranylacetat. Priparate mit ACo-Werten unter 
100000 kénnen im allgemeinen durch Fallung mit Uranylacetat 
wesentlich verbessert werden. Die Co-Zymase fallt vollstindig, 
so daB die Filtrate ganz frei von Aktivatorwirkung sind. Aus 
den Uranniederschligen kann die Co-Zymase durch Behandlung 
mit Phosphatlésung frei gemacht werden. Dabei erhilt man 
selbstverstiindlich die Co-Zymase mit viel Phosphat verunreinigt. 
Durch Fallung mit Silber bzw. Silber und Ammoniak kann das 
Phosphat ziemlich gut abgetrennt werden. Besser ist es jedoch, 
das Phosphat zuerst mit Bariumacetat und Baryt zu fillen und 
dann die Co-Zymase durch Silber oder Quecksilber. In der 


_ Weise erhielten wir beispielsweise aus einer Lésung mit ACo = 


58000 ein Priparat mit ACo = 103000. Durch ein etwas kom- 


plizierteres Verfahren wurde unter Anwendung von Uranylacetat 


die reinste bisher gewonnene Co-Zymaselisung dargestellt: ACo = 
225000. (Vgl. eine folgende Arbeit.) Man kann auch eine Fiallung 


| mit Uranylacetat schon friiher in das Reinigungsschema ein- 


schalten. 
Phosphorgehalt. In folgender Tabelle haben wir die Ergeb- 
nisse einer Anzahl von neuen Phosphorbestimmungen in Co- 


_ Zymasepraparaten verschiedenen Reinheitsgrades zusammengefaBt. 






































Nr. ACo o/,P Nr. ACo 7, P 
589 33.000 541 || 424 72000 5,29 
180 39000 6,76 521 74000 6,68 
176 42000 5,30 196 75000 7,74 
190 43000 5.93 283 80000 6,24 
539 54000 7,87 275 $1000 7,92 
528 55000 6,79 303 83000 6,15 
566 55000 4,11 538 91000 6,74 
564 56 000 6,74 286 93 500 7,18 
515 57000 7,16 590 95.000 5,80 
527 57000 5,67 304 97000 6,17 
308 58000 4,27 509 132.000 4,30 
574 60000 7,16 426 150000 5,35 
5220 60.000 4,35 427 162000 5,92 
414 64500 4,31 425 172000 5,78 
182 65000 | 7,61 


Die Zahlen sind also von derselben GréSenordnung wie die 
friher angegebenen. Sie sind alle wesentlich niedriger als die 
entsprechende Zahl der Adenylsiuren, was also dafiir spricht, daB 
im Co-Zymasemolekiil auBer der Adenylsiure noch eine phosphor- 
freie Gruppe von betriachtlicher GréBe vorhanden ist. Anderer- 
seits stimmen die Zahlen der Tabelle nicht besonders gut iiberein. 
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Dies ist aber ohne weiteres aus der groBen Labilitit der aktivey 
Co-Zymase erklarlich. .Bei der Isolierung wird wahrscheinlic) 
mehr oder weniger davon inaktiviert, u. a. dadurch, daB die Bin. 
dung zwischen der Adenylsiiure und dem Rest R gelést wird, 
Je nach den Fallungsbedingungen, die fiir die obigen Priparate 
stark variierten, wird mehr Adenylsiure bzw. relativ mehr R 
mitgeschleppt, so daB der Phosphorgehalt dadurch hoéher ode 
niedriger ausfaillt. 

An einigen Priparaten wurde das friihere Ergebnis be. 
statigt, daB alle Phosphorsiiure der Priparate unter deren voll: 
standiger Inaktivierung von Nierenphosphatase freigesetzt wird, 

Stickstofigehalt. Der Gesamtstickstoffgehalt der Priiparate 
wurde, wie friiher, zu rund 15°/, gefunden, was auch darauf hin. 
deutet, daB der Rest R unter allen Umstinden weniger Stickstof 
enthalt als die Adenylsiure. Bestimmungen von Purinstickstof 
ergaben auch wie friiher Werte zwischen 70 und 85°/,. Beziig- 
lich der Natur des Nichtpurinstickstoffes kénnen folgende Ver- 
suche vielleicht wegleitend sein. 

Unter Anwendung eines Priparates mit ACo = 81000, das 
13,45°/, Total-N und davon etwa 80°/, Purin-N enthielt, wurde 
festgestellt, daB bei saurer Hydrolyse betrichtliche Mengen von 
Ammoniak frei werden. Durch Destillation mit MgO im Vakuum 
wurde gefunden: erstens, daB das Priparat selber kein freies 
Ammoniak enthilt, daB dagegen nach 2stiindiger Hydrolyse 
durch Kochen in n-H,SO, 12,3°/, des Stickstoffes frei werden. 
Parallelversuche zeigten, wie erwartet, daB aus t-Adenylsiiure 
unter denselben Bedingungen auch nicht Spuren von Ammoniak 


gebildet werden. 
Bei einem sehr reinen Priparat (ACo = 172000) mit 15,4°/, Stickstoff 


und 80°/, Purinstickstoff wurde nach dhnlicher Hydrolyse in zwei Ver & 


suchen 10,5 bzw. 12,7°/, des Stickstoffes als Ammoniak gefunden. Das 
Priparat enthielt vor der Hydrolyse kein NH,, gab nicht einmal Farbung 
mit Nesslers Reagens. Bei der geringsten Erhitzung in alkalischer 
Lésung entsteht Ammoniak, was jedoch von weniger Interesse ist, da dies 
auch bei der Adenylsiure eintritt. 

Mit Priparat 191 (ACo = 54000) wurden nach Hydrolyse in kochender 
n-Schwefelsiiure folgende Ammoniakmengen gefunden: 


Hydrolysezeit in Stunden. . . 0 1 2 6,5 
Ammoniak-N x 100:Gesamt-N 0 3,2 5,2 7,8 


Aus dem Priparat 304 (ACo = 97000), das 16,31°/, Stickstoff enthielt, 
waren nach 8stiindiger Hydrolyse in 2 n-Schwefelsiiure 11,8°/, vom Stick- 
stoff als NH, abgespalten. Bei der Bestimmung von Amino-N nach 
van Slyke wurde in diesem Priiparat 22,6°/, vom Gesamt-N gefunden. 
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' fin Versuch mit einem durch Erhitzung in alkalischer Lésung inaktivierten 


Priparat gab denselben Wert, woraus geschlossen werden kann, da8 bei 


dieser Inaktivierung keine helen Amiuogruppen entstehen. 


Titrierung. Wie in einer fritheren Arbeit gezeigt werden 
konnte!), verhalten sich die reineren Co-Zymasepriparate bei der 


Titrierung mit Lauge als einbasische Saiuren. Bei Erhitzung in 
 schwach alkalischer Lésung wird aber sehr schnell (z. B. in zwei 


Minuten in 0,01 n-NaOH) eine zweite saure Gruppe freigesetzt, 


_ so daB sich die in dieser Weise inaktivierten Priparate als zwei- 


basische Séuren (als Nucleotide) verhalten. Diese Feststellung 


' muB fir die Bestimmung der chemischen Natur der Co-Zymase 
' yon groBer Bedeutung sein, so daB wir nicht unterlassen haben, 
' auch eine Mehrzahl neuerer Praparate in dieser Hinsicht zu 


untersuchen. Beispiele: 
Priparat 278 (ACo = 172000) enthilt nach dem Phosphorgehalt 


000523 Aq./Liter. Bei der Titration wurde vor und nach dem Erhitzen in 
n 100-NaOH 0,0056 bzw. 0,0123 Aq. Lauge verbraucht. Das Ergebnis be- 
 stitigt also die friiheren sebr gut. Von derselben Liésung wurden einige 
| Kubikzentimeter im Einschmelzrohr bei py = etwa 4 wihrend '/, Stunde 
 erhitzt. Die Losung verbrauchte dann 0,00583 Aq. und nach Erhitzen in 
' n/100-Alkali 0,0107 Aq. Dies zeigt also, daB in schwach saurer Lisung 
_ keine Absprengung des Restes R eintritt, so daB die Inaktivierung, die 
' hierbei jedoch nach iilteren Versuchen eintritt, eine andere Ursache haben 
'mub. (Vgl. hieriiber eine folgende Arbeit.) 


In folgender Tabelle fassen wir die Titrierungen einer Anzahl L6- 


sungen mittleren Reinheitsgrades zusammen: 




















Milliiqui 4 
ACo Titrierte Menge ee 
in mg -_— | nach Spaltung 
| in sikelischer Libeung 

17300 5,2 0,023 | 0,035 
27000 1,11 0,0648 | 0,00T7 
33000 12,1 0,054 | 0,079 
4000 2,4 0,012 0,019 
43000 1,4 0,0048 | 0,0083 
43500 1,33 0,031 | 0,0057 
43700 8,00 0,027 | 0,047 
50000 2,3 0,010 0,018 
94300 4,93 00115 | 0,1 239 

95 0U0 2,30 0, 0073 | 0, 0145 5 


Wir sehen also, da8 bei simtlichen Lésungen bei der Erhitzung 
mit 0,01 n-Alkali saure Gruppen betrichtlich freigesetzt werden. 
Bei den weniger reinen Co-Zymaselésungen wird etwa 50°/, 
Lauge mehr verbraucht, mit steigendem Reinheitsgrad der Co- 


1) K. Myrbick, Diese Z, 225, 199 (1934). 
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Zymase immer mehr, bei den reineren Praparaten doppelt so viel, 
Die folgende Tabelle enthalt einige Bestimmungen mit reinerep 
Lésungen, wo auch die Anzahl Atome P in der titrierten Menge 
angefiihrt sind: 








Aquivalente Lauge 

















ACo Atome P = nach Erhitzung 

| in 0,01 n-NaOQH 
77000 Enthielten 0,0159 | 0,0221 
82000 freie 0,0128 | 0,0160 
103000 Phosphorsiure 0,0214 | 0,0299 
74000 0,0064 0,0098 | 0,0151 
80000 0,0079 0,0086 | 0,0200 
83000 0,0048 0,0075 | 0,0121 
91000 0,0072 00079 | 0,0156 
93500 0,0075 0,0063 0,0160 
97000 0,0058 0,0053 0,0121 
102500 0,0038 0.0048 | 0,0091 


Auch hier verbrauchen die weniger reinen Priparate, bzv. 
diejenigen, die freie Phosphorsiiure enthalten, nach der Erhitzung 
in alkalischer Liésung weniger als doppelt so viel Lauge gegen- 
tiber der direkten Titration; die reineren dagegen nihern sich 
diesem Wert, wobei auBerdem das Verhiltnis von P zu NaOH 


vor und nach der Spaltung die Werte 1:1:2 annimmt. 


Simtliche Versuche sind also gut mit der Annahme ver- 
einbar, daB die aktive Co-Zymase ein Mononucleotid ist; eine 
der sonst freien OH-Gruppen des Phosphorsiurerestes ist mit 
einem Rest R verestert, diese Bindung wird bei kurzem Erhitzen 


in n/100 Alkali gesprengt. 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. V. 


Von 
K. Myrbiick. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1935.) 


I. Reduzierende Wirkung. 
Es wurde in friiheren Arbeiten') wahrscheinlich gemacht, daB 


| die Co-Zymase eine Substanz ist, die aus einem Molekiil t-Adenyl- 
siure besteht, wo eine OH-Gruppe des Phosphorsaureesters ver- 


estert ist: C,H,N,—C,H,O,—PO(OH)-Rest. (An und fiir sich 


| wire denkbar, daB der ,,Rest“ ein Nucleotid und die Co-Zymase 
‘also ein Di-Nucleotid sein sollte. Dies ist nicht der Fall [vgl. 


u. a, unten]}). Es gilt also die Natur des Restes R festzustellen. 


| Es ist nicht unwahrscheinlich, daB gerade darin der Schliissel 
liegt zum Verstehen der spezifischen Wirkung der Co-Zymase im 


Kohlenhydratabbau. Der Rest R dirfte kein P enthalten, dazu 


| reicht der Gesamtphosphorgehalt der Priparate nicht aus. Schwefel 


enthalten die Praparate iiberhaupt nicht in nennenswerter Menge. 


' Dagegen ist es nicht unwahrscheinlich, daB der Rest Stickstoff 
enthilt, da die reineren Priparate nur 70—85°/, Purinstick- 


stoff enthalten. Andererseits kénnen auch die reinsten bisher 
gewonnenen Priparate ganz andere Stoffe als Verunreinigungen 
enthalten, so daB iiber den Stickstoffgehalt des Restes bis auf 


' weiteres nichts behauptet werden soll. 


Fir die weitere Charakterisierung des Restes ist es nun von 


: griBter Wichtigkeit zu wissen, daB die aktive Co-Zymase eine 


stark reduzierende Substanz ist”), was friiher nicht beobachtet 


| worden ist. Sie reduziert z. B. stark die gewéhnlichen Zucker- 


reagentien. Selbstverstiindlich ist dabei zu bemerken, daB es sich 


1) K. Myrbick, Diese Z. 225, 199 (1934) sowie iiltere Arbeiten aus 
diesem Laboratorium. 
*) K. Myrbick, Svensk Kem. Tidskr. 46, 211 (1934). 
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nicht um die reduzierende Gruppe der in der Adenylsaure yor. 
handenen Ribose handelt, die erst bei einer kriftigen Siiure. 
hydrolyse frei wird. Wie unten gezeigt werden soll, verhilt sich 
die Reduktion durch die Co-Zymase auch in vielen Hinsichtep 
ganz anders als die Reduktion durch Zucker und ahnliche Stoffe, 
Zur Beantwortung der Frage, ob die beobachtete Reduktion durch 


die Co-Zymasepriparate wirklich durch die aktive Substanz be. | 


dingt ist, soll vorliegende Arbeit beitragen: 

Ks wurde uerst beobachtet, daB Co-Zymaselisungen das 
Reagens von Hdgedorn und Jensen reduzieren. Die Reduktion 
war normal, sie anderte sich mit der Erhitzungszeit nur ganz 
unwesentlich, sie war der zugesetzten Menge Substanz propor. 
tional usw. 


Beispiele: (Die Reduktion wird iiberall zur Erleichterung des Vergleichs 
als Milligramm Glucose angegeben.) — Eine Co-Zymaselésung mit ACo=81 (00 
reduzierte das Reagens von Hagedorn und Jensen (im folgenden H-J 
genannt) entsprechend einem Glucosegehalt von 17,4°/,. Fiir ein anderes 
Priparat mit ACo = 65000 war die entsprechende Zahl 16,3°/,. Es wurue 
festgestellt, daB mit denselben Reagenzlésungen keine Reduktion durch 
t-Adenylsiure oder Adenosin eintritt. Bei Hydrolyse von Adenosin in saurer 
Lésung entsteht natiirlich reduzierender Zucker, so daB nach Hydrolyse H.-J 
reduziert wird. In einigen Versuchen wurde durch Hydrolyse von 0,333 mg 
Adenosin eine Reduktion gefunden entsprechend 0,222 mg Glucose oder 
0,185 mg Ribose, wenn vorausgesetzt wird, daB Ribose dieselbe Reduktion 
zeigt wie Glucose. Aus 0,333 mg Adenosin soll theoretisch 0,187 mg Ribose 
entstehen. 

Mit einem Priiparat von ACo = 42000 wurden Versuche mit verschie- 
denen Mengen ausgefiihrt (0,765 mg Subst./cem). 


2 ccm entsprechen 0.157 mg Glucose oder 0,079 mg/ccm 

o e 0,221 ,, - » 0,074 ~ ,, 

bia 7 0,319 ,, ° .. 0,080 
»Glucosegehalt“ des Priiparates also 10,3°/). 

Das sehr reine Priiparat 278 mit ACo = 172000 wurde untersucht 
und zeigte eine Reduktion entsprechend 19,0°/, Glucose. Bei der Hydrolyse 
des Priparates in Schwefelsiure steigt die Reduktion stark, wie man ja 
erwarten sollte, da dabei Ribose bzw. Ribose-5-Phosphorsiure freigesetat wird: 














Hydrolysezeit n-H,SO, Glucose 
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In Fig. 1 werden die ,,Glucosewerte“ einiger Co-Zymasepriparate bei 
der Reduktion von H-J zusammengefaBt. 

Saimtliche untersuchte Priparate haben also die Reduktion 
gezeigt, und zwar zeigt sich eine gewisse aber gar nicht strenge 
Proportionalitét zwischen Aktivitiét und Reduktionswirkung. Daf 
keine strenge Proportionalitit erwartet werden kann, wird unten 
gezeigt. f 

Andere Reagentien zur Bestimmung reduzierender Gruppen 
wurden geprift. Besonders interessante Resultat: wurden mit dem 
Hypojoditreagens von Willstitter und Schucel (im folgenden 
W-S genannt) erhalten. Zu diesen Versuchen wurden gleiche 
Volumina etwa 0,01 n-Jod—Jodkaliumlésung und etwa 0,02 n-NaOH 
zu den zu untersuchenden neutralisierten Lésungen gesetzt. Kin- 
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wirkungszeit 20 Minuten. Besondere Versuchsreihen mit Glucose 
und Arabinose zeigten, daB die Methode in diesen Fillen sehr 


gute Werte gibt. Alle untersuchten Co-Zymasepriparate redu- 
' zierten sehr stark. Besondere Versuchsreihen zeigten, daB eine 


Variation der Alkalikonzentration im Verhiltnis 1,3 —5 Aquiv. NaOH 
pro Aquiv. Jod, sowie eine Variation der Kinwirkungszeit des 
Hypojodits von 15’ —30’ beinahe ohne Einflu8 war, daB die Reduk- 
tion sich also ,normal“ verhilt. 


Beispiel: 0,420 mg des Priparates 278 (ACo = 172000) verbrauchten 
0,62 cem 0,00579 n/Jod. Dies entspricht 0,323 mg Glucose oder 77°/, des 
Priparates. Wir bemerken sofort, daB die Reduktion von W-S einen sehr 


viel héheren Wert gibt als die Reduktion von H-J. Die Zahlen verhalten 


sich wie 77:19 oder 4:1. Dies ist kein Zufall, sondern alle untersuchten 
Priiparate von stark variierenden Reinheitsgraden haben denselben groBen 


~~ 
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Unterschied der Reduktionswerte gegen die beiden Reagentien gezeigt, ob- 
gleich das Verhiltnis nicht immer genau 4:1 gewesen ist. 

Es wurde gefunden, dai mit Jodlésung ohne Alkali, bzy. 
KJ, KJO, und Saure, kein Jodverbrauch eintritt. Es kann also 
von Addition von Jod an Doppelbindungen usw. keine Rede sein.— 
Es braucht wohl kaum hervorgehoben zu werden, daB gewisse 
fremde besonders zugesetzte Stoffe, die in den Lésungen vor- 
handen sein kénnen, einen Jodverbrauch in alkalischer Liésung 
zeigen kénnen. Hierzu gehéren z. B. alle jodoformgebenden Sub- 
stanzen. Weiter zeigten besondere Versuche, daB Amyl- und 
Octylalkohol, die ja oft in den reineren Co-Zymaselésungen vor- 
handen sind, unter den gewahlten Bedingungen erhebliche Mengen 
Hypojodit verbrauchen. Diese stirenden Stoffe kénnen aber sehr 
leicht durch Ausschiitteln mit Ather beseitigt worden. Ather und 
Toluol stéren in maBigen Mengen nicht. — Muskeladenylsiure 
verbraucht unter den angegebenen Bedingungen, wie zu erwarten, 
kein Hypojodit. Nach Hydrolyse dagegen zeigt sich selbstverstiind- 
lich die Reduktion der Ribose bzw. Ribosephosphorsiure. In 
einem Hydrolysat von 0,800 mg Muskeladenylsiure wurde nach 
der obigen Methode 0,364 mg Pentose gefunden. Ber. 0,346 mg. 


0,525 mg des erwihnten Priparates 278 verbrauchten in 6 Parallel- 
proben im Mittel 0,780 ecm 0,00579 n-Jod. Dies entspricht 0,406 mg Glucose 
oder 77,4°/,. Bei der Hydrolyse in saurer Lésung werden aus der Co-Zymase 
(Adenylsiiure) Ribose bzw. Ribosephosphorsiure freigemacht. Die Reduktion 
sollte also wihrend der Hydrolyse stark zunehmen, vorausgesetzt, daB die 
Gruppe, die in der aktiven Co-Zymase reduzierend wirkt, nicht zerstirt 
wird. 4,20 mg des Priparates wurden mit n-H,SO, im Wasserbade hydro- 
lysiert. Die Lésung wurde neutralisiert und auf 25 cem verdiinnt. Proben 
von 3 ccm reduzierten in der W-S-Bestimmung im Mitte] 0,68 ccm 0,00579 n- 
Jod. Dies entspricht 0,354 mg Glucose oder 70,3°/). 


Wahrend also die Reduktion wihrend der Hydrolyse, 
gemessen nach der H-J-Methode, stark zunimmt, zeigen 
die W-S-Werte statt dessen eine nicht unbetrachtliche 
Abnahme. Dies war bei allen untersuchten Praparaten der Fall. 
Es muf geschlossen werden, dab die Gruppen in der aktiven 
Co-Zymase, die die starke Reduktion von W-S bedingen, wihrend 
der Hydrolyse ganz oder teilweise zerstért werden. Vgl. dariiber 
weiter unten. 


Priparat 182 (ACo = 65000). 0,674 mg Subst. entsprechen in 6 Parallel- 
proben 0,533 mg Glucose. ,,Glucosegehalt’’ 79,1°/,. Auch mit diesem Pri- 
parat wurden Hydrolyseversuche ausgefiihrt. Hydrolysat entsprach nach 
H-J 39,3 und nach W-S 74,6°/, Glucose. Auch die Hydrolysate verbrauchen 
in saurer Lésung kein Jod. 
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Praiparat 283 (ACo = 80000). Nach H-J wurde ein scheinbarer Glu- 
cosegehalt von 19,4 und nach W-S 107,4°/, gefunden. Es wurde festgestellt, 
daB nach einer sehr kurzen Erhitzung in schwach alkalischer Losung die 
Reduktion beider Reagentien stark abgenommen hatte. 


Mit dem Priparat 286 (ACo = 93500) wurden entsprechende Bestim- 
mungen ausgefiihrt. Nach H-J wurde 21,2 und nach W-S 108,6 ,,Glucose“ 
gefunden. Auch hier wurde gezeigt, daB eine kurze Erhitzung in 0,02 n- 
NaOH den gréBten Teil der Reduktionswirkung zerstért. Vgl. weiter 
Teil If. Die Substanz wurde auch mit H,SO, hydrolysiert. Nach 3 Stunden 
in n-Siure im kochenden Wasserbade wurden gefunden: Nach H-J 40,0°/,, 
nach W-S 62,3°/, ,,Glucose“. Das Ergebnis stimmt mit dem obigen ganz 


iiberein. 


Es wurde untersucht, ob die Reduktion durch die Anwesen- 
heit einer normalen Aldehydgruppe bedingt ist. Mit mehreren 
Priparaten, auch sehr konzentrierten Lésungen, wurde die Fuchsin- 
SO,-probe angestellt. Es konnte nie auch die geringste Firbung 
beobachtet werden, wihrend Parallelproben mit 0,02°/, Acet- 
aldehyd in kurzer Zeit eine sehr starke Farbung zeigten. Weiter 
wurde untersucht, ob die Priparate Bisulfit binden. Beispiel: 
6,74 mg des Praparates 182 und 0,01 n-Bisulfitlésung. Es wurde 
héchstens so viel Bisulfit verbraucht als 0,04 ccm einer 0,00845 n- 


Jodlésung entspricht. Eine Bisulfitbindung durch die Priparate 


tritt also nicht ein. 











Nr | ACo J o»Glu-tine | Aco ['/oxGlt ne PT Aco | fo »Glu- 


cose“ cose“ 











187 | 9300 14,4 616 | 50000 | 63,3 |] 510 | 68000 | 103,1 
197 | 11000 | 22,4 |1539] 54000 | 95,3 |] 195 | 70000 | 106,8 
411 | 14000 | 40.3 191 | 54500 | 91,5 |] 424 | 72000 | 70,4 
598 | 17800 | 93,1 566 | 55000 | 65,5 I] 521 | 74000 | 107,8 
189 | 23000 | 46,4 |] 528] 55000 | 91,1 |] 196 | 75000 | 99,5 
613 | 27000 | 50,8 54 | 56000 | 91,6 |] 462 | 770004] 50,3 
588 | 30000 | 89,5 |] 413] 58000 | 97,1 |] 461 | 820004] 52,3 
611 | 40000 | 49,6 |] 575 | 57000 | 101,3 |] 303 | 83000 | 110,6 
317 | 40000 | 95,4 527] 57000 | 57,2 |] 565 | 95000 | 104,7 
506 | 40000 61,9 308 | 58000 88,5 |] 406 | 97000 | 100,1 
410 | 41000 | 77,8 |} 599} 58000 | 99,6 |] 432 ]102500 | 90,4 
402 | 41000 | 54,4 [1 5°8] 60000 | 77,2 |] 466 {103000 | 85,1 
190 | 43000 | 61,9 R22al 60000 | 54,2 |] 509 [130000 | 95,1 
600 | 48000 | 152,0? |] 574 | 60000 | 110,0 |] 42% |150000 | 69,0 
614 | 43500 76,0 {1 414 | 64500 | 65,1 || 427 ]162000 | 76,9 
589 | 45000? | 1080 |] 590 | 65000 } 149,0 |] 425 [172000 | 81,0 
430 | 450004] 45,0 || 194] 67000 | 103,1 |] 467 [225000 | 71,2 
418 | 49000 | 56,7 507 | 67000 | 75,4 
































1) Ein Repdemnate. 
*) Enthielten groBe Mengen freier Phosphorsiure. 
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Ks liegt natiirlicherweise nahe, den groBen Verbrauch des 
Hypojodits als eine Jodoformbildung zu erkliren. Diese Kr. 
klirung diirfte jedoch kaum richtig sein. Erstens konnte nie 
auch unter Verwendung groBer Mengen der Priparate eine Bildung 
von Jodoformkrystallen beobachtet werden. Nicht einmal ein 
Geruch von Jodoform konnte deutlich wahrgenommen werden. 
Parallelproben mit sehr viel kleineren Mengen von Aceton gaben 
einen starken Geruch und einen dichten Niederschlag von Jodoform. 


Der Raumersparnis wegen sind in vorstehender Tabelle die Reduktions- 
werte einiger Co-Zymaselésungen zusammengefaBt. 


1. Alle wihrend einer gewissen Zeit dargestellten Priparate 
sind aufgenommen, die angefiihrten Zahlen sind also in keiner 
Weise ausgewihlt. 





a 











1 T T i i 
ACo 4 
200000\- 4 
? 
160000 |- P ; 
a 
720000'- 7 
, 
80000}- , .j at 
"a 
°o 9 1° Bere ° 
40000;- P50 fe ° 4 
-" 6 Oo 
i a ee a ee ee er Se vee 
50 700 
%, Glucose (nach Willstéitter-Schudel) 


Fig. 2. 


2. Mit Ausnahme der Liésungen 588 und 598 sind die Pri- 
parate mit ACo-Werten unter 30,000 nur teilweise nach der ge- 
wohnlichen Methode behandelt, so daB sie sicher groBe Mengen 
von ganz fremden Verunreinigungen enthalten. Die Lésungen 588 
und 598 waren dagegen in der normalen Weise dargestellt, aber 
wihrend der Isolierung stark inaktiviert. Man sieht (am besten 
aus der Tab. 8.99), daB die Reduktionswerte dieser zwei Lisungen 
abnorm hoch sind. 

3. Die zwei Praparate 590 und 600 weichen in derselben 
Weise stark von den anderen ab (in der Figur nicht mitgenommen). 

4. In der Fig. 2 sind die Werte, die aus irgendeinem Grunde 
mit den anderen nicht vergleichbar sind, mit Vierecken ver- 
anschaulicht. Sehen wir von diesen ab, so finden wir, daB bei 
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sehr unreinen Priparaten die Reduktionswirkung der Aktivitit 
proportional ist. Bei reineren Praparaten hért diese Proportio- 
nalitit auf. Die reinsten Lésungen scheinen etwa dieselbe Re- 
duktionswirkung zu haben (entsprechend etwa 75°/, Glucose), von 
solchen Praparaten lagen aber aus natiirlichen Griinden nur ganz 
wenige vor. Die Praparate mittleren Reinheitsgrades zeigen eine 
ziemlich wechselnde Reduktionswirkung. Es sind dies Praparate, 
die mit viel inaktiviertem Co-Enzym vermischt sind. Wie spiter 
gezeigt werden soll, kénnen Co-Zymasepriparate in solcher Weise 
inaktiviert werden, daB die Reduktionswirkung erhalten bleibt 
(wenn z. B. die Phosphorséure abgespalten wird) aber auch so, 
da& die Reduktionswirkung gréBtenteils verschwindet. Mischungen 
yon aktiver und inaktivierter Co-Zymase kénnen deshalb sehr 
yerschiedene Reduktion zeigen. 

Bei einigen Priiparaten wurde auch die Reduktion des Kupferreagenses 
nach Shaffer und Hartmann untersucht, Lésung 598 gab nach Will- 
stitter-Schudel 4,84 mg; nach Hagedorn-Jensen 1,19 mg; nach 
Shaffer-Hartmann 1,22 mg _ ,,Glucose“. Die Werte verhalten sich 
wie 4:1:1. 

Aus dem OQObigen diirfte hervorgehen, da die starke Re- 
duktionswirkung regelmiBig allen Co-Zymasepriparaten zukommt 
und sich bei Priparaten verschiedenen Reinheitsgrades so verhilt, 
daB angenommen werden kann, daB die Reduktionswirkung von 
der Co-Zymase selber herriihrt. Daf ein wahrer und wesent- 
licher Zusammenhang zwischen der Reduktionswirkung und der 
Co-Enzymaktivitaét besteht, soll unten gezeigt werden. 


II. Verdnderung der Reduktionswirkung beim Erhitzen. 


In der vorstehenden Arbeit wurde gezeigt, daB alle Co-Zymase- 
priparate eine charakteristische Reduktionswirkung zeigen, Es 
wurde wahrscheinlich gemacht, da8 die Reduktionswirkung der 
aktiven Co-Zymase zukommt. Einige Vorversuche zeigten, dab 
beim Erhitzen der Co-Zymaselésungen die Reduktionswirkung in 
auffallender Weise veriindert wird. Vorliegende Arbeit beschiaftigt 
sich eingehender mit diesen Verainderungen. 

1, Ein Praparat mit ACo = 65000 wurde in kochendem 
Wasserbade mit 0,1n-H,SO, hydrolysiert. Nach verschiedenen 
Zeiten wurde in Proben, die 0,900 mg Priparat entsprachen, 
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die Reduktion von Hagedorn und Jensens Reagens (im 
folgenden H-J genannt) bestimmt. Die Reduktion wird iiberall 
in Milligramm Glucose angegeben. 
































— mg Glucose o/, — mg Glucose o/, 
0 0,147 16,3 60 0,350 38,9 

7 0,158 17,6 75 0,360 40,0 

15 0,217 24/1 135 0,360 40,0 

25 0,269 299 165 0,365 40,6 

35 0,307 34,1 240 0,345 38,4 

45 0,380 36,7 300 0,334 37.1 


Das Ergebnis ist in vélliger Ubereinstimmung mit Alteren 
Versuchen, wo festgestellt wurde, daB bei der Hydrolyse die 
Reduktionswirkung der Ribose bzw. Ribosephosphorsiaure auftritt, 
Damals wurde aber iibersehen, dai die Priparate schon vor der 
Hydrolyse eine bestimmte Reduktion zeigen. Dieser Umstand 
bedingt selbstverstandlich, daB die Berechnung der Menge Ribose 
in den Priparaten aus den Reduktionswerten nach Hydrolyse 
nicht ohne weiteres ausfiihrbar ist. Wie unten gezeigt werden 
soll, werden aber die Gruppen, die in der Co-Zymase die redu- 
zierende Wirkung ausiiben, bei der Hydrolyse weitgehend zerstirt, 
so daB die Ribosebestimmung nach H-J oder z. B. Shaffer- 
Hartmann ziemlich richtig ausfallen diirfte. Die obigen Zahlen 
stimmen, wenn sie auf Pentose umgerechnet werden, gut mit den 
friiher gefundenen und der Auffassung iiberein, daB die Co-Zymase 
groBtenteils aus Adenylsiure besteht. 

EKinige Miulligramm desselben Co-Zymasepraparates wurden 
in n/2-Siure 11/, Stunden hydrolysiert. Nach H-J fand man im 
Hydrolysat 43°/, reduzierenden Zucker als Glucose berechnet. 
Die Bestimmung nach Willstaitter und Schudel (im folgenden 
W-S genannt), gab dagegen den Wert 77°/, Glucose. Vor der 
Hydrolyse wurde mit der W-S-Methode 79,1°/, ,,Glucose“ gefunden. 
Wihrend also die Reduktionswerte nach H-J stark zunehmen, 
wegen der Ribosefreilegung, nehmen die W-S-Werte trotzdem 
ab, was nur so erklart werden kann, daB die Gruppe in der 
Co-Zymase, die die starke Reduktion von Hypojodit bedingt, 
wihrend der Hydrolyse zum groBen Teil zerstért wird. 

Von demselben Praparat wurden einige Milligramm in 0,03 n- 
NaOH 5 Minuten im Wasserbade erhitzt. Die Reduktion entsprach 
nach W-S 30,3%, Glucose. Wahrend der kurzen Erhitzung waren 
also etwa 62°/, der reduzierenden Wirkung zerstért worden. 
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Dieselbe Co-Zymaselésung wurde ohne Zusitze, also bei 
p, = etwa 4 im Kinschmelzrohr im Wasserbade erhitzt. Reduk- 
tionsbestimmungen nach W-S. 

Erhitzungszeit. ... . 0 10 25 37 60 Min. 

7, omeeowe™ . 79,1 71,9 54,9 47,9 88,7 

Die Reduktionswirkung wird auch hier zerstirt’,, jedoch viel 
langsamer als in alkalischer Liésung. 

2. Ein Priparat mit ACo = 80000 wurde teils in 0,01-NaOH, teils in 


n-H,SO, 10 Minuten im Wasserbade erhitzt. Die Reduktion vor und nach 
Erhitzung wurde nach H-J und W-S bestimmt. 





°/, »y Glucose 





vor Erhitzung | nach Erhitzung 











Erhitzung in Lauge 








H-J-Methode ..... 19,8 12,2 

W-S-Methode..... 107,4 64,7 
Erhitzung in Saure 

H-J-Methode ..... 19,8 39,0 

W-S-Methode.... . 107,4 65,4 


Auch diese Versuche zeigen, da8 beim Erhitzen sowohl in 
Siure als Lauge eine weitgehende Zerstérung der Reduktions- 
wirkung eintritt. Durch die Bildung reduzierenden Zuckers bei 
der Hydrolyse in Siure wird die Zerstérung verdeckt. 


3. Hydrolyse von Priiparat 286 mit ACo = 95500. 











In n/2-H,SO, Ohne Zusatz (py = etwa 4) 

















Minuten | Best. nach H-J| Best. nach W-S| Minuten | Best. nach W-S 

} 

0 24,2 / 4119 0 | 1082 

30 39,2 | 92,4 5 97,8 

60 40,4 | 88,4 10 82,3 

150 wi | 62,9 30d 56,6 

180 40,0 | 62,5 45 | 46,9 

270 43,8 | 62,9 70 43,8 

| 1385 44,2 

| 300 35,7 








Man sieht, wie nach einiger Zeit ein beinahe stationierter 
Zustand erreicht wird. Der Unterschied in den Endwerten der 
W-S-Werte bei der Hydrolyse in stark saurer Lisung bzw. bei 
Py = 4 ist selbstverstindlich durch die Freisetzung der Ribose 
in stark saurer Liésung bedingt. Die H-J-Werte zeigen (aber 
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nur anndhernd) die Ribosebildung. Wir stellen fest, daB bei der 
Erhitzung etwa ?/, der reduzierenden Wirkung des Priparates 
verschwinden. 

Mit der bei p, = 4 erhitzten Lésung wurden auch Bestin- 
mungen der Reduktion nach H-J ausgefiihrt. Es zeigte sich, dag 
noch nach 45 Minuten der Reduktionswert ziemlich unverindert 
war. Dies mu8 vermutlich so gedeutet werden, daB auch in so 
schwach saurer Lésung eine ganz langsame Hydrolyse der Adeny]- 
siure eintritt, so daB die Reduktion der entstehenden Ribose. 
phosphorsaure die Zerstérung (die nach dieser Methode gemessen 
ganz klein ist) der anderen reduzierenden Gruppe ungefibr 
kompensiert. 

4. 12,50 mg des Priparates 191 (ACo = 54500) wurden in 10 cem 


0,04 n-NaOH im Wasserbade erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten wurde in 
Proben von 1 cem die Reduktion nach W-S bestimmt. 


Erhitzungszeit. . .. . 0 2 6 12 33 Min. 

mg ,,Glucose“. . ... 1,143 0,799 0,768 0,772 0,690 

Au8erordentlich schnell sinkt also die Reduktionsfihigkeit 
zu etwa 60°/, und bleibt dann beinahe konstant. Eine Probe 
nach 33 Minuten wurde auch nach H-J untersucht und ergab 
eine Reduktion = 59°/, der urspriinglichen. Beide Methoden geben 
also dieselbe prozentische Zerstérung. (Die Zerstérung ist bei 
diesem weniger reinen Priparat verhaltnismaBig klein). 


5. Mit Priparat 304 (ACo = 97000) wurden Erhitzungsversuche mit 
verschiedenen Laugenkonzentrationen ausgefiibrt. 

















Ohne Lauge [0,003 n-NaOH}  0,0056 n. 0,01 0,04 
Pu = etwa 4 PH: 8>6 Po: 9>8 >9 >9 
a me ) 7 ae Pe eee Py 
Zeit Glucose“ Zeit "le Zeit "i. Zeit | "le Zeit | "le 

0 | 95,3 | | 

5 78,3 4 | 905 | 2,5) 489 | 2 | 48,5 2 | 41,0 
10 70,3 9 | 71,2 7 46,3 5 43,5 4 41,0 
150 41.5 15 | 64,9 15 39,1 10 | 40,8 10 | 41,0 

715 | 42,7 | | 














Wir finden also, daB in Liésungen, alkalischer als p,, = 4, 
die Reduktionswirkung abnimmt zu etwa demselben Grenzwert, 
der hier wieder einer Zerstérung von etwa 60°/, entspricht. (Die 
in der Tabelle bei den Versuchen in den schwachen Laugen an- 
gegebenen groBen p,-Verschiebungen hingen mit der friiher be- 
sprochenen Freisetzung saurer Gruppen bei der Erhitzung in 
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alkalischer Lésung zusammen.) Die reduzierende Gruppe wird in 
alkalischer Lésung viel rascher zerstért als in neutraler bzw. 


schwach saurer. 


6. Co-Zymase 303 (ACo = 83000); Proben, 0,000954 Milliiquiv. P ent- 
haltend, wurden mit den unten angegebenen Mengen NaOH versetzt und 
5 Minuten im Wasserbade erhitzt. Dann Reduktionsbestimmung nach W-S. 





Parallelversuche mit Lésung 304 (ACo = 97000): 0,00116 Milliiquiv. P. 

















303 304 

mg ,,Glucose“ mg ,,Glucose“ 
Nicht erhitzt ..... 0,521 Nicht erhitzt .... . 0,550 
Erhitzt ohne Lauge . . 0,511 Erhitzt ohne Lauge . . 0,503 
0,0022 Milliiquiv. NaOH 0,276 0,0011 Milliiquiv. NaOH 0,396 
00044 0,266 00022, ? 0,255 
00112, a 0,276 00044, ‘: 0,214 
00235 =, 7 0,209 0,0113 * . 0,214 
00470, a 0,208 


Wenn also mehr als 2 Aquiv. NaOH pro Atom P zugesetzt 
sind, d. h. wenn auch die wahrend der Erhitzung entstehende 
saure Gruppe ganz neutralisiert wird, so dab die Reaktion alka- 
lisch bleibt, so verlaiuft die Zerstérung der reduzierenden Gruppe 
mit sehr groBer Geschwindigkeit. Auch bei einem verhiltnismiBig 
groBen Uberschu8 von Alkali bleibt die Zerstérung bei demselben 
Grenzwert stehen, der in beiden Fallen etwa 40°/, der urspriing- 
lichen Reduktion ist. 

7. Lésung 406 (ACo = 97000). 




















Erhitzung bei py = 4 Erhitzung in 0,024 n-NaOH 
iat | °/) »Glucose“ pate | °/, »Glucose“ 
Zeit | Zeit . 
| nach W-S | nach H-J _ nach W-S | nach H-J 
0 | 1001 17,8 0 | 1001 | 17,8 
1200 ~| ~— 38,5 17,8 gs | asi 9,5 
240 si 47,6 | 21,5 5 41,1 | 10,7 
| 10 | = 43,90 | 11,8 
20 | _ 9,5 
| 60 43,0 | os 





Der Verlauf der Zerstérung der reduzierenden Gruppe ist 
bei diesem Priaparat derselbe wie fiir die friiher angeftihrten. In 
alkalischer Lésung verschwinden sehr schnell etwa 60°/, der 
reduzierenden Wirkung. Der Grenzwert scheint bei p,, = 4 etwas 
héher zu liegen. Aus dieser Versuchsreihe kann man aber ent- 
nehmen, daB dies auf einer wenn auch sehr langsamen Freisetzung 
von Ribosephosphorsiure beruht. 
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8. Mit einem Co-Zymasepriparat von wesentlich niedrigerem Reinheits. 





grad (ACo = 41000) wurde zum Vergleich folgende Versuchsreihe ausgefiihrt, 





Pu = 4 Po = 6 0,08 n-NaOH 














Erhitzung | °/) Glucose | Erhitzung | °/, Glucose | Erhitzung! °/, Glucose 
—-- = - ae A ~~ i = 








| 
0 | 54,5 | | 
10 | 48,1 7 | 49,1 1 | 88,4 
240 38,7 1 | 45,1 3 34,2 
340 32,7 30 37,4 10 84,2 
45 35,1 20 34,2 
170 33,4 








Auch hier verlauft die Zerstérung der Reduktionswirkung im 
p,-Gebiet 3—11 zu demselben Grenzwert, der bei diesem unreinen 
Priparat ziemlich hoch liegt oder bei etwa 60°/, der urspriing- 
lichen Reduktion. 

9. Zerstérung in alkalischer Lésung bei Zimmertemperatur. 

Proben von demselben Préparat mit ACo = 41000 wurden in 0,04 n- 
Alkali bei Zimmertemperatur aufbewahrt und Bestimmungen der Reduk- 
tionswirkung nach W-S vorgenommen. 

ae eee » 35 250 Min. 47 Stdn. 

"/, yacoes™ 2. 54,5 45,0 38,1 30,0 

Die Zerstérung verliuft also schon bei Zimmertemperatur 
mit einer ziemlich groBen Geschwindigkeit. Zweifelsohne ist dies 
die Erklirung zu der schnellen Inaktivierung der Co-Zymase in 
alkalischer Lésung. 


10. Entsprechende Versuche mit dem reineren Priiparat 521: ACo 
= 74000 0,04 n-NaOH. 























Zimmertemperatur 100° 
Zeit | °/, Glucose“ Zeit °/, yyGlucose“ 

0 Minuten 107,7 | 
i ngs 85,1 0,25 | 52,3 
40 ,, 69,9 2 | 52,3 
20 Stunden 44,2 5 | 44,0 
15 | 44,0 
| 20 41,3 
30 40,8 
40 40.8 





Die Labilitit der reduzierenden Gruppe ist in alkalischer 
Lisung sehr groB, bei 100° verliuft die Zerstérung unmeBbar 
schnell und erreicht wie immer einen ganz bestimmten Grenzwert. 

11. Der Raumersparnis wegen werden in folgender Tabelle 
fiir eine Anzahl von Co-Zymasepriiparaten nur die Grenzwerte 
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angegeben, die bei Erhitzung in 0,02—0,04 n-NaOH erreicht werden. 
Die Zahlen geben die Zerstérang an in Prozent von der urspriing- 
lichen Reduktion. 



































°/, Zer- y °/, Zer- 
Nr. ACo storung Nr ACo on 
613 27000 24 574 60000 56 
588 30000 23 462 77000 56 
614 43000 40 461 82000 59 
589 45000 26 565 95000 53 
616 50000 40 432 102 500 57 
566 55000 57 466 103 000 64 
564 56000 30 467 225009 60 
590 65000 37 








Deutlich ist also, daB die GréBe der Zerstérung mit steigendem 
Reinheitsgrade stark zunimmt, um bei dem reinsten anscheinend 
konstant zu werden bei einem Zerstérungsgrade von etwa 60 °/,. 
Es diirfte jetzt behauptet werden kénnen, daB die alkalilabile, 
reduzierende Gruppe der aktiven Co-Zymase gehért. Nach Zer- 
strung dieser Gruppe bleibt eine gewisse reduzierende Wirkung 
ibrig. Die Beimischung inaktivierter Co-Zymase in Priiparaten 
ist also wahrscheinlich, wenn von der reduzierenden Wirkung der 
Priiparate wesentlich weniger als 60°/, durch Erhitzen in alka- 
lischer Lésung zerstért werden. 

12. Mit einem Priiparat von ACo = 56000 wurde gezeigt, dab 
die Reduktion, die nach Hydrolyse mit Schwefelsiure beobachtet 
wird, durch Kochen in alkalischer Liésung nicht beeinfluBt wird. 


Folgende Versuchsreihe wurde mit einem reineren Priparat (ACo 
= 95000) angestellt. Zu jeder Probe 0,616 mg Substanz. 











mg Glucose nach W-S 
Min. ne mg ey wie | —_ 
a ave ; Kochen mit Alkali 
0 0,120 0,609 | 0,313 
2 0,120 0,489 | 0,822 
5 0,131 0,489 0,301 
~ 0,144 0,485 | 0,318 
13 0,177 _ | — 
15 0,185 : | 0,326 
45 0,204 0,412 | 0,305 
90 0,185 0,351 | — 
240 0,195 0,369 | 0,334 
480 0,168 0,360 | 0,322 
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' Man sieht, wie schnell die ,,alkalilabile Reduktion“ auch ip 
saurer Lésung verschwindet. AuBerdem sieht man aus den Hage- 
dorn-Jensenbestimmungen, daB bei sehr langen Zeiten in der 
starken Siure die Ribose (Ribosephosphorsiiure) einer betricht- 
lichen Zerstérung unterliegt. 

13. SchlieBlich vergleichende Versuche iiber die Zerstérung 
der reduzierenden Gruppe in Lauge, Saéure und ohne Zusiitze 
unter Anwendung eines Priparates mit ACo = 57000. Erste 
Tabelle Bestimmung nach W-S, zweite nach H-J. 












































# 
, Erhitzung Erhitzung ohne Zusatz Erhitzung in n/2-H,SO 
in 0,04 n-NaQOH 8 8 = 
| | mg Glucose __ ___ ng Glucose 
Zeit |S nGin- Zeit vor | nach Zeit vor | nach 
| coset 
Kochen mit Lauge | Kochen mit Lauge 
<Sussnennagunssvasspsusmseanntanssaneainesta —————————— a a j Neen > 
0 | 0,588 | | | 
1,5 | 0,313 10 | 0,446 | 0,279 10 0,472 | 0,817 
6 | 0,249 30 | 0,322 | 0,266 15 0,472 | 0,356 
150 0,245 60 0,266 | 0,266 15 0,352 | 0,364 
2. 

NaOH Ohne Zusatz n/2-Siure 
ie sre | ) ne 
Zeit mg Glucose Zeit | mg Glucose Zeit | mg Glucose 

0 0,096 | | 

1,5 0,058 10 | 0,092 1 | 0,130 

6 0,040 30 0,092 15 0,185 
150 0,034 60 | 0,092 130 0,189 








Die Ergebnisse stimmen ganz mit den friheren iiberein. 
Die ,,alkalilabile Reduktion“ wird bei allen Aciditiiten mehr oder 
weniger schnell zerstért. Man erreicht einen Grenzwert, der auch 
hier bei etwa 60°/, Zerstérung liegt. Bestimmungen nach W-S 
und nach H-J zeigen dasselbe, obgleich die absoluten Zahlen sehr 
verschieden sind. Bei der Hydrolyse in saurer Lésung verdeckt 
die aus der Adenylsiure entstehende reduzierende Zuckergruppe 
mehr oder weniger die Zerstérung der alkalilabilen Gruppe. 

Durch die Untersuchung oben erwihnter sowie einer groBen 
Anzahl anderer Co-Zymasepriparate wurde ich zu der Auffassung 
gefiihrt, da wenigstens diejenige reduzierende Gruppe, die bel 
Erhitzen in 0,04 n-NaOH beinahe momentan zerstért wird, dem 
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Co-Zymasemolekil angehért. Da die reinsten bisher untersuchten 
Lisungen eine Zerstérung von etwa */, der reduzierenden Wirkung 
durch Erhitzung in Alkali erlitten haben, kann man -auch an- 
nehmen, daB die stabilen 33°/, der Co-Zymase gehéren. Man 
kann auch ebenso gut daran denken, daB eine Gruppe des aktiven 
Co-Ferments mit der Reduktion x bei der Erhitzung in eine 
andere mit der Reduktion etwa = x/3 verwandelt wird. Unter 
allen Umstiinden ist anzunehmen, daB auch inaktivierte Co-Zymase 
eine betriichtliche Reduktionswirkung zeigt, so daB man keine 
genaue Proportionalitit zwischen Reduktion und Aktivitat 
erwarten kann. Dagegen sollte man eine bessere Proportio- 
nalitit erwarten zwischen alkalilabiler Reduktion und Aktivitit. 
Im groBen und ganzen existiert auch, wie oben gezeigt, eine solche. 
Mit dieser Auffassung stimmt auch, da einige nach der gewohn- 
lichen Methode gewonnenen Priparate, die wegen Inaktivierung 
wihrend der Darstellung sehr schlecht waren, zwar eine betricht- 
liche Reduktion gezeigt haben, die aber zum gréBten Teil in alka- 
lischer Lésung stabil war. 























_*.- , . Reduktion in ao : 
— Co-Ein- Milligramm Glucose | Stabil in Alkali 
- ao Sn ieaSvimiasee ccm -_— 1....% 
Priiparat 580 beinahe 0*) 3,02 100 
» 9581 reas * 1,98 98 
9 582 etwa 40 2,46 84 








*) Normale Lésungen enthalten 200 Co/ccm. 


Kine genaue Proportionalitit zwischen Aktivitéit und alkali- 
labiler Reduktion kann jedoch auch nicht erwartet werden. Es 
ist nimlich leicht zu sagen, daB man durch spezifische Kingriffe 
die Co-Zymase inaktivieren kann ohne die alkalilabile, reduzierende 
Gruppe zu zerstéren. So kann z. B. durch Nierenphosphatase die 
Phosphorséure abgespalten werden, was zur volligen Vernichtung 
der Aktivitat fihrt), ohne Verinderung der Reduktionswirkung. 

Beispiel: 10 cem der Lésung 611 (ACo = 40000) wurden mit Veronal- 
puffer und 5 cem Nierenphosphataselésung versetzt. Nach 5 Stunden 


waren 89°/, der Phosphorsiure in freier Form. Nach 7,5 Stunden war die 
Lisung ganz inaktiv, aber reduzierte Willstitter-Schudels Reagens 


wie vor der Behandlung. 
Es kann also als bewiesen gelten, da die oben bespro- 
chene reduzierende Gruppe der aktiven Co-Zymase angehort. Auf 





1) Myrbick, Diese Z. 225, 199 (1934). 





110 K. Myrbick, 


Grund der groBen Labilitat der Gruppe wird es nicht leicht werden, 
die chemische Natur der Gruppe bzw. des Restes R festzustellen, 
Bei der Arbeit kénnen die Eigentiimlichkeiten in der Reduktions- 
wirkung der Co-Zymase wegleitend sein: 

1. Berechnet man die Reduktion als Glucose, wird das 
Reagens von Willstatter und Schudel 4—5 mal so stark redu- 
ziert wie die Lésungen von Hagedorn-Jensen bzw. Shaffer- 
Hartmann. 

2. Durch kurze Erhitzung (2 Minuten) in schwacher Lauge 
(0,01—0,03 n) wird die Gruppe zerstért, bzw. in eine andere von 
viel kleinerer Reduktionswirkung verwandelt. 

3. Bei Erhitzen in neutraler oder saurer Loésung wird die Gruppe 
auch, obgleich langsamer, zerstort. 

Uber die Jodoformbildung als denkbare Erklirung ygl. oben. 


Einige bekannte reduzierende Stoffe wurden mit Hinsicht auf die oben 
angefiihrten Bedingungen untersucht: 

1. Acetaldehyd: Die Reduktion von H-J war héchstens 3°/, von der 
Reduktion von W-S. 

2. Aceton verbraucht unter den von mir angewandten Versuchs- 
bedingungen etwa 5 Aquiv. Jod. Durch Erhitzen in 0,05 n-Alkali wird 
dieser Jodverbrauch nicht veriindert (wenn dafiir gesorgt wird, daB das 
Aceton nicht abdestilliert:) 

3. Brenztraubensiure und Glyoxylsiiure verdinderten durch die Erbitzung 
in alkalischer Lésung ihre Reduktionswirkung gar nicht. Die Reduktion 
von H-J durch Glyoxylsiure war kleiner als 1,5°/, der Reduktion von W-S. 

4. Glycerin, Milchséiure, Thymonucleinsiure usw. gaben iiberhaupt 
keinen Verbrauch von Jod. Dagegen Phenole und ihnliche Stoffe, die sich 
jedoch sonst gar nicht abnlich verhalten. 


Verhalten der Reduktion bei Fallung der Co-Zymase durch Uranyl- 
acetat. Die Co-Zymase wird in neutraler bis schwachsaurer Lisung 
volistindig von Uranylacetat gefillt. Im folgenden kam eine 
4°/,ige Lésung des Salzes zur Anwendung. (Uranylacetat wirkt 
bei den W-S-Bestimmungen gar nicht ein.) Zu den Vorversuchen 
wurde eine stark inaktivierte Co-Zymaselésung genommen: Ao 
= etwa 10000. 

A. Zu Proben von 1 cem Co-Zymaselésung wurden verschiedene Mengen 
Uranylacetatlésung gesetzt und mit Wasser auf 4 ccm verdiinnt. Nach 
Zentrifugieren wurden von den Lisungen je 2 ccm zu den W-S-Bestimmungen 
genommen. 


Nicht gefallte Lésung 0,5 ccm. . 0,850 mg ,,Glucose“ 
0,1 cem Uranylacetat 0,459 
—— ; 0,438 
Gefallt mit’. ” , 0,410 


? 2? 3 


0,7 ,, : 0,434 
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B. 5 cem derselben Co-Zymaselésung wurden mit 3 ccm 0,047 n-NaOH 
5 Minuten im Wasserbade erhitzt. Dann wurde neutralisiert und auf 
10 cem verdiinnt. Proben von 2ccm wurden wie oben mit Uranylacetat 


behandelt. 


Nicht erhitzte Lésung 0,5 ccm . . 0,850 mg ,,Glucose“ 
Erhitzte Lésung ... . 0,708 
0,1 ccm rr 0,493 
. ‘ 0, 2 0,463 
Gefiallt mit “ : 0.446 
0,446. 


’ %? ? 


Wir finden in beiden Fallen mit verschiedenen Mengen Urany!- 
acetatlésung gut konstante Werte, die auBerdem in beiden Ver- 
suchsreihen von derselben GréBe sind. Wir schlieBen daraus, dai 
in beiden Fallen nur alkalistabile reduzierende Stoffe ungefillt 
geblieben sind, mit anderen Worten, nur inaktive Verunreinigungen 
oder Zerfallsprodukte der Co-Zymase. 

Die reinere Lésung 599(ACo = 58000) wurde in derselben 
Weise behandelt: 


Unbehandelte Liésung. . . 6,30 mg ,,Glucose“ 
0,1 ccm Uranylacetat 2,95 
Gefiillt mit 0 0,3 ,, ss 2,92 
0,7 ,, se 2,93. 
Erhitzte Lésung. . . 4,33 
0,1 ccm Uranylacetat 2,74 
Gefallt mit {0 Os , - 2,78 
6 5 ” 2,92. 


Also auch hier dasselbe Ergebnis: Nur stabile reduzierende 
Stoffe ungefallt, die aktive Substanz gefallt. 

Von einer Lisung mit ACo = 40000 wurde ein wenig mit 
Uranylacetat vollstiindig gefallt. Im Filtrat wurden vor und nach 
Erhitzen in alkalischer Lésung W-S-Bestimmungen ausgefiihrt, 
die genau dieselben Werte gaben, also ein direkter Beweis dafiir, 
daS nur stabile reduzierende Gruppen, d. h. inaktive Co-Zymase- 
zerfallsprodukte ungefallt geblieben sind, In diesem Falle wurde 
auch durch Girungsversuche festgestellt, ob die aktive Substanz 
im Niederschlag oder im Filtrat vorhanden war. Das Uranyl- 
acetat hemmt nicht, da es vom Phosphatputier vollstaindig ge- 
faillt wird: 








Zeit in Minuten | 15 | 80 | 60 | 75 | 90 








Ohne Co- iaine se ws es hee & ees 





? 


ecm OCO, 


0,7 
Filtrat . 0,1 | 0,2] 0,5 | 0,6 | 0,8 
Entsprechende Menge des Niederschlages 0,7 | 1,8 | 4,2 | 5,1 | 5,7 
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Die Co-Zymase ist also vollstaindig gefallt worden. Da die 
alkalilabile reduzierende Gruppe ebenfalls vollstindig gefallt war, 
stiitzt dieser Versuch die Annahme, daB die labile Gruppe der 
aktiven Substanz angehdrt. 


III. Die Thermoinaktivierung der Co-Zymase 
und ihre reduzierende Wirkung 


Gezeigt wurde oben’), daB das Molekiil der Co-Zymase eine Gruppe 
enthilt, die gewisse Reagentien, wie die von Willstitter und Schudel 
und von Hagedorn und Jensen, in charakteristischer Weise reduziert. 
Es wurde weiter gezeigt, daB diese Gruppe sehr labil ist und besonders 
beim Erhitzen schnell zerstért wird. Vor allem war die Zerstérung beim 
Erhitzen in alkalischer Lésung auBerordentlich schnell. Es lag _ selbst- 
verstiindlich nahe, diese Zerstérung der reduzierenden Gruppe mit der 
Inaktivierung der Co-Zymase in Beziehung zu setzen. 

Die Thermostabilitét der Co-Zymase wurde zuerst von Euler und 
Myrbick®) festgelegt und zwar wurde gefunden, daB das Stabilititsoptimum 
in schwach saurer Lésung liegt, etwa bei py 3—5. Zu beiden Seiten dieses 
Gebietes nimmt die Zerstérungsgeschwindigkeit stark zu, vor allem geniigte 
schon eine auBerordentlich kleine OH-Ionenkonzentration, um die Inakti- 
vierung schon bei ma&Biger Temperaturerhéhung hervorzurufen. Im Stabi- 
lititsoptimum waren die damals untersuchten Lésungen bis zu etwa 80° 
praktisch unverindert, bei héheren Temperaturen trat auch im Optimum 
Inaktivierung ein, so daB z. B. 1stiindiges Kochen bei py = 4 geniigte, um 
die Co-Zymase beinahe vollstindig zu inaktivieren. 

In spiteren Arbeiten wurde versucht, die Reaktion zu finden, die die 
Inaktivierung herbeifiihrt. Wenn bewiesen wurde, daB die reinsten Co- 
Zymasepriparate zum groBen Teil aus Adenylsiure bestehen, und daB die 
Adenylsiure auch mit Sicherheit dem aktiven Co-Zymasemolekiil angehért®, 
so wurde untersucht, ob die Hydrolyse der Adenylsiure bei verschiedenen 
Acidititen die Inaktivierung erkliren kann‘). Gefunden wurde, daf in 
stark saurer Lésung die Hydrolyse der Adenylsiure in den Co-Zymase- 
priparaten (zu Adenin und Ribosephosphorsiure) so schnell verliuft, dab 
sie méglicherweise die Inaktivierung erkliren kann, daB aber im 
Stabilitaitsoptimum der Co-Zymase iiberhaupt keine Hydrolyse der Adenyl- 
siure eintritt in Zeiten, die fiir die vollstindige Inaktivierung der Co-Zymase 
ausreichen. Ebenso tritt in schwach alkalischer Lésung totale Inaktivierung 
ein ohne daB auch nur Spuren von freier Phosphorsiure entstanden sind. 


1) Svensk Kem. Tidskr. 46, 211 (1934). 

*) Myrback und Euler, Diese Z. 138, 6 (1924). 

5) Myrbick, Euler und Hellstrém, Diese Z. 212, 7 (1932). 

*) Vgl. Zusammenfassung: Myrbick, Erg. d. Enzymforsch. II, 


139 (1933). 
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Als ich spater zeigen konnte, daB das Molekiil der Co-Zymase 
auBer der Adenylsiure mindestens noch einen Stoff, Rest R ge- 
nannt, enthalt'), kam die Frage iiber die Ursache der. Inakti- 
yierung in eine neue Lage. Gezeigt wurde, daB die aktive Co- 
Zymase eine einbasische Saure ist, daB aber bei Erhitzung in 
alkalischer Lésung noch eine saure Gruppe frei wird. Es konnte 
angenommen werden, da dabei der Rest RK von der Adenylsaure 
losgelést wird. Diese Sprengung der Bindung zwischen den beiden 
Komponenten des Molekiils trat so auBerordentlich schnell in so 
schwach alkalischer Liésung ein, da8 angenommen werden 
konnte, daB die Inaktivierung in alkalischer Lisung eben durch 
diese Sprengung zustande kommt. Ks konnte aber gezeigt 
werden, daB in schwach saurer Lésung (p, = 4—5) keine Ab- 
sprengung des Restes R eintritt, so da die Inaktivierung in 
diesem p,,-Gebiet bisher nicht erklirt werden konnte. In dieser 
Arbeit wird nun untersucht, inwieweit die Zerstérung der redu- 
zierenden Gruppe fiir die Inaktivierung verantwortlich gemacht 
werden kann. 


Bei Erhitzung der Co-Zymase wird die reduzierende Wirkung 
zerstért, aber nur teilweise, bei den reineren Priparaten zu etwa ?/,. 
Die Frage kann zunichst offen gelassen werden, ob die restliche 
alkalistabile Reduktion“ auch dem aktiven Stoff gehért oder von 
Verunreinigungen bzw. Zerfallsprodukten der Co-Zymase herriihrt. 
Untersucht wird hier die ,,alkalilabile Reduktion“. Bei allen Re- 
duktionsbestimmungen wurden deshalb immer Proben vor und 
nach 3minutigem Erhitzen in 0,03n-Lauge untersucht. Die 
Reduktionsbestimmungen wurden mit Hypojodit nach Willstatter 
und Schudel ausgefiihrt (0,01 n-Reagentien). Beispiele: 


1. Von einer verdiinnten Co-Zymaselésung mit ACo = 60,000 wurden 
Proben wihrend verschiedenen Zeiten im kochenden Wasserbade erhitzt 
(Pp = etwa 4). Reduktionsbestimmungen vor und nach Erhitzung in Alkali. 
Die Reduktionswerte sind als Glucose berechnet. Girungsversuche mit den 
unten angegebenen Mengen der Lésungen. 


Wie am besten aus der Fig. 3 (Girungsversuch ©; Re- 
duktion +) hervorgeht, ist die Ubereinstimmung der Geschwindig- 
keiten der beiden Reaktionen so gut, wie man iiberhaupt erwarten 
kann. Die Garungsversuche kénnen nimlich keine allzu groBe 
Genauigkeit haben. 


1) Myrbick, Diese Z. 226. 199 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXIII. 8 
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Zeit Girungsversuche Reduktion 


der Er- : aoe i tes 
hitzung | ccm | Co-Einh. * vor nach ae | « 
in Min. | Lsg. gef. Co/eem aktiv Erhitzg. in NaOH Diff. | "lo 














0,5 | 100 | 0,910 | 0,515 | 0,395 | 100 
17 | 0,4 | 2,45 61 | 58 | 0,772 | 0,515 10,257! 65 
30 | 0,6 | 2,05 3,4 32 | 0,660 | 0,515 | 0,145) 37 

1,65 

0,7 





45 1,0 1,65 16 | 0,609 0,515 | 0,094 24 
15 1,4 | 1,0 7 | 0,566 0,515 | 0,051) 13 
125 14 | 08 - | 0,2 2 | 0,535 0,515 | 0,020; 5 




















2. Mit einem dhnlichen Co-Zymasepriparat (ACo = 57,000) wurden 
entsprechende Versuche bei verschiedenen Acidititen ausgefiihrt. Erhitzt 
wurde also in Acetatpuffern bzw. Essig- oder Salzsiure 15 Minuten im 
kochenden Wasserbade. Sonst wie in Versuch 1. 
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Fig. 3. Fig. 4, 
Girungsversuche Reduktion 
Lésung ; ; | Pe 
eem  Co-Einh. le vor | nach me if 
Lsg.| get. | ©°/°°™ | aktiv | Erhitzg. in NaOH | iH |" 
Nicht 0,25 | 4,6 18,4 100 1,040 0,528 0,512 | 100 
erhitzt ? 
Pu = 1,7 | 1,0 2,4 2,4 13 | 0,686 | 0,617 | 0,069| 13 
2,7 | 0,6 2,5 4,1 | 22 | 0,695 | 0,595 | 0,100! 20 
4,1 | 0,3 2,1 7,0 | 38 | 0,760 | 0,528 | 0,282) 45 
5,21 0,25) 2,3 9,2 | 50 | 0,772 | 0,528 | 0,244/ 48 
5,4 | 0,3 2.5 8,3 | 45 | 0,734 | 0,528 | 0,206| 40 
6,9 | 1,0 2.7 27 | 15 | 0,596 | 0,528 | 0,068; 13 

















In der Fig. 4 sehen wir, daf in dem ganzen untersuchten 
p,-Gebiet die Kurven gut zusammenfallen, so daB die Versuchis- 
reihe die Annahme berechtigt, daf in dem untersuchten Gebiet, 
méglicherweise auch auBerhalb desselben, die Warmeinakti- 
vierung der Co-Zymase in der Zerstérung der reduzie- 
renden Gruppe besteht. Aus der Tabelle sehen wir, daB bei 
den Versuchen in stark saurer Lésung die Gesamtreduktion grob, 
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die Verminderung derselben beim Erhitzen in alkalischer Lisung 
dagegen relativ kleiner ist. Wie leicht einzusehen ist, hingt 
dies damit zusammen, da in saurer Lisung aufer der Zerstérung 
der freien reduzierenden Gruppe auch eine (alkalistabile) redu- 
zierende Gruppe der Ribose freigesetzt wird. 

3. In Acetatpuffer bei py = 5,15 wurden mit einem Priparat von ACo = 


30,000 Erhitzungsversuche vorgenommen und Aktivitiét und Reduktion wie 
im Versuch 1 bestimmt: 























Zeit Girungsversuche Reduktion 

der Er- i : 

hitzung | ecm | Co-Einh. %. vor nach : 

in Min. | Leg. gef. Co/eem aktiv | Erhitzg. in NaOH Diff. | “/s 

0 |025] 27 10,8 | 100 | 1,010 | 0,740 /| 0,270 | 100 

10 0,30 | 2,4 8,0 74 | 0,928 | 0,740 | 0,188] 70 
20 0,40 1,5 3,7 34 | 0,884 | 0,740 | 0,094] 35 
30 0,60] 2,1 3,5 32 | 0,821 | 0,740 | 0,081} 29 
75 1,0 0,5 0,5 5 | 0,740 | 0,740 | 0,000] 0 























In der Fig. 3 ist dieser Versuch mit x und @ veranschaulicht. 


Die Ubereinstimmung mit Versuch 1 ist sehr gut. 


4. SechlieBlich noch ein Versuch bei verschiedenen Acidititen. ACo 
der Co-Zymaselésung 65,000. Anordnung wie im Versuch 2. 























Girungsversuche Reduktion 
Lisung ox | l —s 
cem | Co-Einh. a P vor | nach ; ‘ 
Lsg. gef. Co/eem aktiv | Erhitzg. in NaOH Diff. | “le 
— 0 | 0,7 42 00 
eshitet 0,20 4,0 20,0 10 0,708 0,429 | 0,279) 1 
Pa=1,7 | 1,0 3.0 30 | 15 | 0,536 | 0,478 | 0,058} 21 
2,8 | 0,5 2,5 50 | 25 | 0,515 | 0,444 | 0,071) 25 
4,0 0,3 2,3 7,7 39 0,528 0,429 | 0,099 36 
5,15 | 0,3 2,8 93 | 46 | 0,549 | 0,429 | 0,120) 48 
6,2 | 0,5 2,2 4,4 22 | 0,481 | 0,429 |0,052/ 19 
7,0 | 1,0 2,2 2,2 11 | 0,459 | 0,429 | 0,030| 11 























In der Fig. 4 ist auBerdem ein 5. Versuch veranschaulicht. Die 
Ubereinstimmung mit Versuch 2 ist sehr gut. Aus den hier an- 
gefiihrten sowie anderen Versuchen kann also geschlossen werden, 
daB die Labilitit der Co-Zymase bei erhéhter Temperatur darauf 
beruht, daB eine im Rest R vorkommende reduzierende Gruppe 
so umlagert wird, da® die Reduktionswirkung verschwindet oder 
jedenfalls stark abnimmt. Co-Zymasepriparate kénnen natiirlich 
auBerdem in anderer Weise (durch Phosphatasewirkung, Desami- 
nhierung usw.) inaktiviert werden. 


8 * 
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Wenn also gezeigt worden ist, daB die Inaktivierung der 
Co-Zymase im groBen und ganzen mit der Zerstérung einer ge- 
wissen Gruppe Hand in Hand geht, so diirfte auch daraus hervyor- 
gehen, daB eben diese Gruppe bei der Tatigkeit der Co-Zymase 
im Kohlenhydratabbau wesentlich ist. Ks war bisher bei der 
Co-Zymase keine rein chemisch festgestellte Kigenschaft bekannt, 
die als Erklirung fiir die spezifische Wirkung des Co-Enzyms 
herangezogen werden konnte. Es scheint mir aber _hichst 
wahrscheinlich, daB die Tatsache, daB die Co-Zymase eine stark 
reduzierende, auBerst labile Gruppe enthilt, in einem engen Zu- 
sammenhang stehen muf mit der spezifischen Wirkung, und dai 
die weitere Charakterisierung dieser Gruppe die Lésung des Co- 
Zymaseproblems bringen muB, Schon kann so viel gesagt werden, 
daB das Vorhandensein einer stark reduzierenden Gruppe in der 
Co-Zymase in gutem Einklang steht mit dem, was man auf in- 
direktem Wege gelernt hat iiber die Aufgabe der Co-Zymase, 
Dariiber ist u. a. folgendes bekannt geworden: 


1. Die Co-Zymase ist ein notwendiges Co-Enzym der Giirung als 


Ganzes betrachtet (Harden)’). 
2. Sie ist nicht notwendig bei der enzymatischen Spaltung der Brenz- 


traubensiure in CO, und Acetaldehyd (Neuberg)*). Dagegen ist dabei ein | 


anderes Co-Ferment, die Co-Carboxylase*), notwendig. 

3. Fiir das Eintreten der Hexose-di-phosphatbildung durch die ,,Zymase“ 
ist die Anwesenheit der Co-Zymase notwendig‘), wobei jedoch anzunehmen 
ist, daB die Co-Zymase nicht bei der Veresterung direkt mitwirkt, sondern 


bei der oxydo-reduktiven Umwandlung der Hexosekohlenstoffkette, die nach : 
der von Euler und Myrbick vertretenen Ansicht vor der Diphosphat- | 


bildung liegt’). 


4, Fiir die enzymatische Umwandlung des Acetaldehyds durch ,,Zymase“ 
ist die Anwesenheit der Co-Zymase notwendig®). Diese Umwandlung ist | 
nach Nilsson keine einfache Dismutation des Aldehyds, sondern eine Ke- 


duktion des Aldehyds unter Oxydation anderer Stoffe’). 
5. Fiir die Umwandlung (Dismutation) des Acetaldehyds durch Leber- 
fermente ist die Co-Zymase ebenfalls erforderlich °). 





1) Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., London 1932. 

?) Biochem. Z. 51, 128 (1913). 

5) Auhagen, Diese Z. 204, 149 (1931) und 209, 20 (1932). Naturw. 
19, 916 (1931). 

*) Euler und Myrbick, Diese Z. 139, 15 (1924). 


5) Euler und Myrbick, Liebigs Ann. 464, 56 (1928); Diese Z. 181,1 © 


(1929). K. Myrbiack, Svensk Kem. Tidskr. 44, 207 (1932). 


®) Myrbick und Jacobi, Diese Z. 161, 245 (1926). Euler und 


Myrbick, Diese Z. 168, 28 (1927). 
7) Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. kemi. Bd. 10A. Nr. 7. (1930). 
8) Euler und Brunius, Diese Z. 175, 52 (1928). 
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6. Durch Euler und Nilsson’) wurde gezeigt, daB die Dehydrierung 
der Hexose-di-phosphorséure durch ,,Zymase“ mit Methylenblau als Acceptor 
der Mitwirkung der Co-Zymase bedarf. 

7. Schon friiher hatten v. Szent-Gyérgyi und Mitarbeiter?) ge- 
zeigt, daB die Milchsdiuredehydrogenase des Herzmuskels ein Co- Ferment 
hat, und es stellte sich spiter heraus, daB dies von der Co-Zymase ersetzt 
werden kann und aller Wahrscheinlichkeit nach damit identisch ist (An- 
dersson)?®), ; 

8. Holmberg’) fand, da8 die enzymatische Dehydrierung von Apfel- 
siure und Milchsiure durch Muskelextrakt von der Gegenwart eines Co- 
Ferments abhingig ist, dessen Identitiit mit der Co-Zymase spiiter gezeigt 
wurde‘), 

9. Andersson’) stellte fest, daB eine Anzahl anderer Dehydrogenasen 
auch nur zusammen mit der Co-Zymase aktiv sind. Als Donatoren dienten 
Apfelsiiure, Milchsiure, Citronensiure, Glutaminsiure und Athylalkohol. In 
einer folgenden Arbeit*) zeigte er, daB dasselbe fiir die Formicodehydrase 
gilt, weiter daB das Co-Ferment der Glucose-dehydrogenase von Harrison’) 
wahrscheinlich mit der Co-Zymase identisch ist. (Ohne Co-Zymase ist die 
Succino-Dehydrase voll wirksam.) Andersson fand weiter, daB die Alko- 
holdehydrierung durch Hefe mit Sauerstoff als Acceptor nur in Gegen- 
wart der Co-Zymase stattfindet. 

10. Euler und Adler‘) fanden, da8 im System Donator-Dehydrase- 
Flavinenzym-Acceptor die Co-Zymase notwendig mitwirken mu8 und konnten 
auBerdem zeigen, daB die Wirkung der Co-Zymase eben die Dehydrase be- 
trifft*). Die Dehydrierung des Hexosemonophosphats durch Hefedehydrase 
und Flavinenzym wird von der Co-Zymase aktiviert, ebenso wie von dem 
Co-Ferment von Warburg"). (Das Co-Ferment von Warburg ist dagegen 
im Girungsversuch ganz inaktiv)"). 

DaB bei der Hexosemonophosphatoxydation durch Bluthimolysat die 
Co-Zymase mitwirkt, wurde von Runnstrém, Lennerstrand und Borei”) 
gezeigt. 

Eingehend wurden die Co-Zymase und das Warburgsche Co-Ferment 
von Euler und Adler verglichen”’). 





1) Diese Z. 149, 44 (1925); 161, 155 (1925); 152, 264 (1925); 165, 31, 
(1925); 160, 234 (1926); 162, 72 u. 264 (1927); 167, 221 (1927). Biochemie. J. 
25, 2168 (1931). 

2) Diese Z. 210, 228 (1932); 217, 39 (1933). Biochem. Z. 246, 203 (1932). 

5) K. Fysiogr. Sillsk. i Lund férh. Bd. 2. Nr. 7 (1932). 

*) Skand. Arch, Physiol. (Suppl.) 1933. 

5) Diese Z. 217, 186 (1933). 

6) Diese Z. 225, 57 (1934). 

7) Biochemie. J. 27, 382 (1938). 

®) Diese Z. 226, 195 (1934). 

®) Euler und Adler, Diese Z. 232, 6, 10 u. 16 (1935). 

10) Vgl. z.B. Warburg u. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

1) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 274, 112 (1934). Euler u. 
Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi. Bd. 11 B. Nr. 52 (1935). 

12) Biochem. Z. 271, 15 (1934). 

13) Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. kemi Bd. 11B. Nr. 52 (1935). 
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Durch alle diese vielseitigen Untersuchungen geht also ohne 
Zweifel hervor, daB die Co-Zymase bei der enzymatischen De. 
hydrierung gewisser Substrate ihre primire Wirkung hat. Formell 
kann man sagen, daB die Co-Zymase das notwendige Co-Ferment 
gewisser Dehydrasen ist. Es scheint mir sehr wahrscheinlich, 
daB die spezifische Wirkung der Co-Zymase bei den Dehydrierungen 
bedingt ist durch die labile reduzierende Gruppe, deren Anwesen- 
heit in der aktiven Co-Zymase oben bewiesen wurde. Es wird 
dadurch auch wahrscheinlich, daf die Aufgabe dieses sogenannten 
Co-Ferments wesentlich tiefgreifender ist, als die etwas gering- 
schitzende Benennung Co-Ferment andeutet. Der Gedanke liegt 
nahe, daf die Co-Zymase als ein Bestandteil des eigentlichen 
Enzyms anzusehen ist, daB sie z. B. etwa dieselbe Stellung zum 
Enzym einnimmt wie die gelbe Farbstoffkomponente zum Flavin- 
enzym oder das Him zum Himoglobin. DaB die Co-Zymase 
jedenfalls unter Umstanden in Bindung zu hochmolekularen Stoffen 
auftreten kann, geht aus mehreren Umstinden hervor. So lassen 
sich bekanntlich mehrere Trockenhefen durch Waschen mit Wasser 
nicht von der Co-Zymase befreien, die Co-Zymase des Muskels 
ist mit kaltem Wasser nur zum geringen Teil extrahierbar’), da- 
gegen leicht nach erfolgter Erhitzung (KiweiBkoagulation, Zer- 
stérung der Triger). 

Die reduzierende Wirkung der Co-Zymase tritt, wie schon 
hervorgehoben, nur in alkalischer Lisung hervor. In saurer Lisung 
ist sie, wie schon langst bekannt ist, gegen starke Oxydations- 
mittel sogar sehr stabil. Man fragt sich dann, ob die Wirkung 
der Co-Zymase, die — z. B. in der Girung — in saurer Lisung 
entfaltet wird, in der Oxydo-Reduktion der erwahnten Gruppe 
liegen kann. Die Antwort wird die sein, daB bei der Enzyn- 
wirkung in saurer Lésung eben nicht die freie Co-Zymase sondern 
eine Verbindung mit einem anderen Stoff das wirksame Molekiil 
ist, genau so wie der gelbe Farbstoff erst in Verbindung mit 
dem spezifischen Traiger seine Wirkung als Atmungskatalysator 
ausiibt. 

Hierzu sei noch folgender Versuch angefihrt: Von einen 
hochgereinigten Co-Zymasepriparat wurden 2 cem (etwa 2 mg 
Substanz, 200 Co-Kinheiten) mit 1 ccm Methylenblaulésung 1/1500 
im Thunbergrohr versetzt. Keine Entfirbung trat ein, auch nicht 
nach Zusatz von Dinatriumphosphat. Dann wurden 0,2 g Apo- 





') Meyerhof, Diese Z. 101, 165; 102, 1 (1918). 
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Zymase zugesetzt und wieder evakuiert. In einer Stunde trat keine 
Verinderung der Farbe ein. Wurde aber zu solchen Proben ein 
Tropfen Alkohol oder Hexose-di-Phosphatlésung zugesetzt, so trat 
in weniger als einer Minute Entfarbung ein. Die Versuche zeigen 
also, daB das Co-Zymasepriparat keine Donatoren enthalt und 
auch nicht selbst, wenn in groBem UberschuB zugesetzt, als 
Donator zu wirken vermag. Setzt man aber einen passenden 
Donator hinzu, erfolgt die Dehydrierung normal. 

Die Ergebnisse iiber die chemische Natur der Co-Zymase, 
besonders die Erkenntnisse iiber die reduzierende Wirkung, zeigen 
nun, daB die Co-Zymase ein Stoff ist von ganz anderem Typus 
als zB. die Adenosintriphosphorsiure von Lohmann. Es kann 
nicht méglich sein, daB die zwei Aktivatoren dieselbe Art von 
Reaktionen beschleunigen sollten, noch weniger, daB sie einander 
unter Umstinden ersetzen kénnten}). Da8 die reine Adenosin- 
triphosphorsiiure die Co-Zymase bei der Girung nicht ersetzen 
kann, ist ja auch schon gezeigt worden”). Wie zu erwarten, zeigt 
die Adenosintriphosphorsiiure bei der Untersuchung nach Will- 
stitter und Schudel bzw. nach Hagedorn und Jensen auch 
nicht die geringste Reduktionswirkung. 


1) Lohmann, Biochem. Z. 237, 445 (1931). Vgl. auch Lohmann: 
ebenda 241, 67 (1981). 

?) Euler u. Myrbick, Diese Z. 199, 189 (1931); Euler u. Nilsson, 
ebenda 208, 173 (1932). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. V. 


Die Wirkungen der Co-Zymase, des Warburgschen Co-Fermentes 
und des Adenylpyrophosphates. 


Von 
Hans vy. Euler, Erich Adler, Fritz Schlenk und Gunnar Giinther. 
Mit 8 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mirz 1935.) 


Vor kurzem konnte der Nachweis erbracht werden?), dab in 
Dehydrasesystemen, an denen neben der eigentlichen Dehydrase 
noch Co-Zymase und Flavinenzym beteiligt sind, die Co-Zymase 
funktionell mit der Dehydrase, nicht mit dem Flavinenzym, ver- 
kniipft ist. Uber die Notwendigkeit der Co-Zymase als Dehydrie- 
rungsaktivator in verschiedenen Systemen, wie sie von Euler, 
Nilsson, C. Holmberg, B. Andersson u.a. schon friiher be- 
obachtet worden ist”), kann also kein Zweifel mehr bestehen. 

In ihren Untersuchungen iiber die Wirkungen des _,,gelben 
Fermentes“ (Flavinenzyms) haben Warburg und Christian’) ein 
Reaktionssystem angewandt, in dem Hexosemonophosphat (Robison- 
ester) als Substrat dient und das als enzymatische Komponenten 
ein ,,Zwischenferment“ (aus Unterhefe) und das ,gelbe Ferment’ 
enthilt; die Oxydation des Substrates erfolgt aber nur bei gleich- 
zeitiger Gegenwart eines Co-Fermentes aus Pferdeblutzellen, welches 
Warburg und Christian als ,, Atmungs-Co-Ferment* bezeichnen. 
Wie wir in einer friiheren Mitteilung [*) u. zw. 8S. 209] zeigten, gelingt 
die Dehydrierung des Robisonesters auch, wenn man das Atmungs- 
Co-Ferment durch das Co-Enzym der alkoholischen Girung, die 
Co-Zymase aus Hefe, ersetzt. 


Wir muBten allerdings friiher die Einschriinkung machen, daB das von 
uns studierte System in bezug auf die enzymatischen Bestandteile dem 
Warburgschen nicht vollstindig gleicht, da wir an Stelle des ,,Zwischen- 
fermentes“ ein Dehydrasepriparat verwandten, welches aus Hefemazerations- 
saft durch fraktionierte Fallung mit Alkohol oder Aceton erhalten wurde. 


1) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 232, 10 (1935). 
#) Nihere Literaturangaben vgl. I. Mittlg., Diese Z. 226, 195 (1934). 
8) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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Es war uns seinerzeit in mehreren Versuchen nicht gelungen, aus dem 
Mazerationssaft der Stockholmer Unterhefe nach den Angaben von Warburg 
und Christian (Kohlensiurefillung des verdiinnten Saftes) ein gut wirk- 
sames Priparat darzustellen; neuerdings lassen sich jedoch auch mit unserer 
Hefe die Warburgschen Angaben reproduzieren, so da8B nunmebhr eine 
vollige Analogie zwischen dem Warburgschen Reaktionsgemisch und 
unserem Dehydrasesystem vorliegt. Wir kénnen also jetzt mit voller Sicher- 
heit sagen, daB im System der Hexosemonophosphat-Dehydrase Warburg- 
sches Atmungs-Co-Ferment und Co-Zymase einander ersetzen kénnen. 

Mit dieser Tatsache, die in einem folgenden Abschnitt experi- 
mentell noch des naheren begriindet werden soll, ist zum ersten- 
mal an einem isolierten, gut definierten Dehydrasesystem die 
Austauschbarkeit dieser beiden, voneinander verschiedenen (vgl. 
unten) Co-Enzyme bewiesen. Wie es sich mit der gegenseitigen 
Krsetzbarkeit der beiden Co-Enzyme in weiteren Dehydrasesystemen 
verhalt, soll weiter unten eingehend besprochen werden. 

Wihrend also im System der Hexosemonophosphat-Dehydrase 
beide Co-Enzyme in gleicher Weise als Aktivator zur Wirkung 
gelangen, kommt nach einer Angabe von O. Warburg und 
W. Christian‘) dem Atmungs-Co-Ferment keine girungs- 
aktivierende Wirkung zu; d.h., dem Atmungs-Co-Ferment fehlt 
eine typische Funktion der Co-Zymase. Dieses bemerkenswerte 
Verhalten legte die Notwendigkeit nahe, die Wirkung der beiden 
Co-Enzyme an verschiedenen Oxydoreduktionssystemen zu priifen 
und Parallelitat bzw. Nichtparallelitit ihrer Wirkungen weiter zu 
untersuchen. 

Es seien zunichst einige Versuche angegeben, welche eine 
nihere Charakterisierung der Co-Zymase-Beteiligung an den 
Dehydrasesystemen erlauben und aus denen hervorgeht, wie weit 
eine Ubereinstimmung der Co-Zymasewirkung mit den von War- 
burg angegebenen Wirkungen des Atmungs-Co-Fermentes besteht, 
und in welchen Punkten Abweichungen auftreten. 


I. Wirkung der Co-Zymase 
im System der Hexosemonophosphat-Dehydrase. 


Setzt man im Thunbergversuch zu einer Mischung von 
Robisonester, Dehydrase, Flavinenzym und Phosphatpuffer steigende 
Mengen Co-Zymase, so sinkt die Entfirbungszeit des Methylen- 
blaus mit zunehmender Co-Zymase-Konzentration, bis Co-Zymase 
im UberschuB ist, d.h. die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine 





4) Biochem. Z. 274, 112 (1934). 
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der beiden enzymatischen Komponenten bestimmt wird. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion der Co-Zymase-Konzen- 


tration im Methylenblauversuch ist in Fig. 1 dargestellt. 


Fiir den Versuch wurden verwendet: Dehydrase: 0,1g ,,Acetonfillung aus 
Hefemazerationssaft“ [*) u. zw. S. 205] in 10 cem m/15 Phosphatpuffer px = 7,6.— 
Flavinenzym nach O. Warburg und W. Christian, zweites Reinigungs- 
verfahren®) (vgl. S. 380): 1eem der Lésung enthilt 1,25 y Flavin. — Co- 
Zymase: ACo = 25300, 114 Co/ecm. — Hexosemonophosphorsaures Na 
m/10. — m/15 Phosphatpuffer, py = 7,6. — Methylenblau 1 : 5000. 

Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 0,25 eem Dehydrase, 0,25 cem 
Flavinenzym, 0,25 cem hexosemonophosphorsaures Na, 0,5 eem Methylenblau, 
variierende Mengen Co-Zymase, entsprechend 0—22,8 Co, jeder Ansatz mit 
Phosphatpuffer auf 1,75 com Gesamtvolumen erginzt. 


In der Kurve ist die Reaktionsgeschwindigkeit in Form der 
aus der Entfarbungszeit berechneten Anzahl Kubikmillimeter 
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Wasserstoff per Stunde [1) u.zw. S. 10] in Abhingigkeit von der Co- 
Zymasemenge aufgetragen; als Mafstab der Co-Zymasemenge gilt 
die Co-Einheit5), 

Ubertriigt man den gleichen Versuch auf die aerobe Oxydation 
des Hexosemonophosphats, so ergibt sich beim Vergleich der Sauer- 
stofizehrung mit der Geschwindigkeit der Wasserstoffiibertragung 
gute Ubereinstimmung. 


Im aeroben Versuch (Warburgapparat) gelangten die gleichen 
Enzym- und Co-Enzymlésungen zur Verwendung wie bei dem in 
Fig. 1 dargestellten parallelen Thunbergversuch. Bei gleicher 
Konzentration aller Komponenten wie im Thunbergversuch und einem 
Gesamtvolumen von 5,0 ccm war also die Reaktionsmischung im 


aeroben Versuch folgendermaBen zusammengesetzt: 


5) Vel. K. Myrbiick, Erg. Enzymforschg. Bd. I, 139 (1938). 
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0,8 cem Dehydrase, 0,8 cem Flavinenzym, 0,8 cem Hexosemonophosphat, 
variierende Mengen Co-Zymase, 0,3 ccm 0,04 m/KCN; jeder Ansatz mit Puffer 
auf 5 ccm erginzt. Im Einsatz der GefiBe 0,5 cem 5°/,ig. KOH. 


Fig. 2 zeigt die nach 60 Minuten aufgenommene Sauerstoff- 
menge in Abhiangigkeit von der Co-Zymasekonzentration. Die 
Ubereinstimmung der Reaktionsgeschwindigkeit im anaeroben und 
aeroben Versuch (Figg. 1 und 2) wird aus folgendem Beispiel klar: 
Im aeroben Ansatz bewirken 22,9 Co eine Sauerstoffiibertragung 
von 44 cmm QO, in 60 Minuten. Dieser Punkt der Kurve I ent- 
spricht demjenigen Punkt der Kurve IJ, welcher durch das Ver- 
hiltnis der Gesamtvolumina ~ den beiden Versuchen gegeben ist, 


also dem Punkt bei 22,9 ar = 8,2 Co. Man findet hier eine 


Reaktionsgeschwindigkeit von 48 cmm H,/60 Minuten. Beriick- 
sichtigt man die oft beobachtete Schwiichung des Enzymsystems 
beim Schiitteln mit Luft, so kann man die Ubereinstimmung 
zwischen den beiden Werten als befriedigend bezeichnen. Co- 
Zymase katalysiert also sowohl die anaerobe wie die aerobe Funk- 
tion der Hexosemonophosphatdehydrase in quantitativ gleicher 
Weise, eine Eigenschaft, in der die Co-Zymase mit dem Warburg- 
schen Atmungs-Co-Ferment iibereinstimmt [%) u. zw. S. 396}. 


Ks war nun von Interesse, die Co-Zymasewirkung quantitativ 
mit der von Warburg und Christian angegebenen Wirksamkeit 
ihres Atmungs-Co-Fermentes zu vergleichen. O. Warburg und 
W. Christian [4) u. zw. 8.113] beschreiben, daB in einer bestimmten 
Reaktionsmischung 0,00125 mg eines reinen Co-Fermentpriparates 
in 10 Minuten 10cmm Sauerstoff iibertragen Wir versuchten nun 
zu bestimmen, welche Menge Co-Zymase notwendig ist, um bei 
analoger Konzentration der iibrigen Komponenten die gleiche 
Reaktionsgeschwindigkeit hervorzurufen. Zu diesem Zweck wahlten 
wir die Konzentration der Dehydrase derart, daB sie dem gleichen 
Lebedewsaftvolumen entsprach, wie die von Warburg und 
Christian in dem angedeuteten Versuch verwendete Menge von 
Zwischenferment; Flavinenzym wurde nach dem Gehalt an Lumi- 
flavin ebenfalls aiquivalent der Warburgschen Menge zugesetzt. 
Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Co-Zymase- 
konzentration in diesem System ist in Fig. 2a wiedergegeben und 
man sieht, daB eine Menge von 18 Co imstande ist, eine Sauer- 
stoffaufnahme von 60 cmm O,/60 Minuten zu bewirken. 18 Co 
sind also Aquivalent einer Menge von 0,00125 mg Warburgschem 
Co-Fermentpriparat. Dies wiirde, gewichtsmiBig betrachtet, 
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folgendes bedeuten: die bisher gewonnenen reinsten Co-Zymase- 
praparate sind durch einen ACo-Wert von héchstens 200000 ge- 
kennzeichnet; d.h. 18 Co eines solchen Praparates wiirden 90 , 
Substanz entsprechen, die also 1,25 y von Warburgs Co-Ferment 
fiquivalent wiren, Demnach kime der reinsten Co-Zymase eine 
etwa 70 mal geringere Aktivatorwirkung zu als dem von Warburg 
und Christian zuletzt beschriebenen [*) u. zw. S. 113] Atmungs-(o- 
Ferment. Fiir das in den oben wiedergegebenen Versuchen yver- 
wendete Co-Zymasepraiparat (ACo = 25300) wird das Verhiiltnis 
noch wesentlich ungiinstiger; hier entsprechen erst 720 y Trocken- 
substanz 1,25 y Warburgs Co-Ferment. 

Aus dieser Beziehung liBt sich noch ein weiterer SchluB ab- 
leiten. Warburg und Christian geben an, daB Hefekochsatt 
in ihrem Oxydationssystem gepriift, einer Menge von 0,003 mg 
ihres Co-Fermentpriparates iquivalent war [*)u.zw.S.115}. Nimmt 


a ae 





' 18CO0 
= 2 ee 
0 10 20 30 40 50 &0 
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Fig. 2a. 








man an, daB 2 ccm Hefekochsaft 40 Co-Einheiten Co-Zymase ent- 
halten, und legt das oben bestimmte Verhiltnis: 18 Co dquivalent 
0,00125 mg Atmungs-Co-Ferment, zugrunde, so ergibt sich mit 
groBer Wahrscheinlichkeit, da8B in dem Warburgschen Versuch 
mit Hefekochsaft eben dessen Co-Zymase wirksam war. 


II. Zur Frage der Einheitlichkeit der Co-Zymase. 


Wie im vorangehenden Abschnitt gezeigt worden ist, verhiilt 
sich die Hefe-Co-Zymase in bezug auf ihre Aktivatorwirkung im 
System der Hexosemonophosphat-Dehydrase qualitativ ganz analog 
dem Warburgschen ,,Atmungs-Co-Ferment“. Dieser Parallelitiit 
steht die Angabe Warburgs gegeniiber, da das Atmungs-Co- 
Ferment im Gegensatz zur Co-Zymase die alkoholische Girung 
weder bei Verwendung von elektrodialysiertem Lebedewsaft (Harden) 
noch von Apo-Zymase (Euler und Myrbick) in Gang setzt. 
Man konnte daher als Arbeitshypothese annehmen, daB in unseren 
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Co-Zymasepraparaten nicht die Co-Zymase selbst, sondern ein 
zweiter, mit dem Co-Ferment aus Pferdeblutzellen vielleicht iden- 
tischer Stoff vorhanden ist, dem die an verschiedenen Dehydrase- 
systemen festgestellte Aktivatorwirkung zuzuschreiben ist. Wir 
versuchten deshalb festzustellen, ob in Co-Zymasepraparaten ver- 
schiedener Herkunft sowie verschiedenen Reinheitsgrades der 
girungsaktivierenden Wirkung eine bestimmte, konstante dehydrie- 
rungsaktivierende Wirkung entspricht oder nicht. Wenn neben 
dem eigentlichen Garungsaktivator noch ein besonderer Dehydrie- 
rungsaktivator vorhanden ist, so wire zu erwarten, daf in solchen 
Proportionalitatsversuchen das Verhiltnis zwischen girungs- und 
dehydrierungsaktivierender Wirkung bei verschiedenen Priiparaten 
deutlichen Schwankungen unterworfen ist. 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB sowohl am System 
der Alkohol- wie der Hexosemonophosphatdehydrase die Abhingig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration zahl- 
reicher verschiedener Co-Zymasepriiparate bestimmt wurde. Als 
MaBstab fiir das Verhiltnis zwischen girungs- und dehydrierungs- 
aktivierender Wirkung wurde jeweils diejenige Anzahl von Co- 
Kinheiten gewihlt, die imstande war, das betreffende Dehydrase- 
system auf den halben Wert seiner maximalen Reaktionsgeschwindig- 
keit zu aktivieren. 

Als Dehydraselésung gelangte die von uns gewoéhnlich ver- 
wendete Liésung der ,,Aceton- oder Alkoholfallung aus Hefe- 
mazerationssaft“, im Falle der Hexosemonophosphatdehydrierung 
zuletzt auch das von Warburg und Christian [%) u. zw. 8. 411] 
heschriebene ,,Zwischenferment“ zur Verwendung. In einer Reihe 
von Versuchen wurde die Konzentration der Dehydraseliésung, 
deren Aktivitiit bei verschiedenen Priparationen bisweilen etwas 
variiert, mit Hilfe eines Standardpriparates von Co-Zymase in 
Vorversuchen so eingestellt, da8 bei optimaler Co-Zymasekonzen- 
tration die Reaktionsgeschwindigkeit des Systems ungefahr gleich 
eroB (etwa 18—22 cmm Wasserstoff/Stunden) war, in anderen 
Killen wurde eine Reaktionsgeschwindigkeit gewihlt, die gréBer 
oder kleiner war als die eines solchen Standardversuches. 


Die Zusammensetzung der Reaktionsmischung war immer die folgende: 
0,25 cem Dehydraselisung; 0,25 cem Flavinenzymlésung, entsprechend 1,25 y 
Flavin; 0,25 cem 10°/,iger Alkohol bzw. m/10 hexosemonophosphorsaures 
Na; steigende Mengen von Co-Zymase (zwischen 0 und 30 Co-Einheiten); 
0.5 cem Methylenblau 1:5000. Jeder Ansatz mit m/15-Phosphatpuffer 
Da = 7,6 auf 1,75 cem erginzt. 
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Kin Beispiel eines derartigen Proportionalititsversuches ist 
in Fig. 3 dargestellt. Das hier angewandte Dehydrasesystem 
besitzt bei optimaler Co-Zymasekonzentration eine Reaktions- 
geschwindigkeit, die in einer Entfarbungszeit von 18 Minuten zum 
Ausdruck kommt. In der von uns gewiahlten Darstellungsweise 
entspricht diese maximale Reaktionsgeschwindigkeit einem Wert 
von 22,2 cmm H,/60 Minuten. Aus der Kurve 1aBt sich nun ent- 
nehmen, da eben eine Menge von ,,Vo-Zymaseliésung 312“, die 
auf Grund der Garungsmessung 6,6 Co-Kinheiten enthilt, notwendig 
ist, um das System auf die Halfte des Vollaktivitiitswertes, also 
auf 11,1 cmm H,/60 Minuten zu aktivieren. 

In abhnlicher Weise wurde das Verhiltnis zwischen girungs- 
und dehydrierungsaktivierender Kraft anderer Co-Zymasepriiparate 
untersucht; die Ergebnisse sind in Tab. 1 fiir die Auswertungen 
am System der Alkoholdehydrase, in Tab. 2 fir die Hexosemonv- 
phosphatdehydrase zusammengestellt. 
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Vergleicht man die in Tab. 1 angegebenen Co-Zahlen, dic 
zur halben Vollaktivierung der Dehydrasesysteme notwendig sind, 
so findet man zwar eine betrichtliche Streuung (zwischen 4,8 und 
9,5 Co), jedoch laBt sich aus der Héhe des Co-Wertes innerhalb 
dieser Grenzen keine Beziehung etwa zur maximalen Aktivitiit 
des jeweiligen Dehydrasesystems, d. h. zur Starke der angewandten 
Dehydrase erkennen. Man muf also damit rechnen, daB die Versuchs- 
fehler bei diesen Bestimmungen innerhalb der gefundenen Grenzen 
liegen und darf infolgedessen annehmen, daB in Wirklichkeit die 
Dehydrierungsaktivierung durch verschiedene Co-Zymasepriiparate 
stets mit ihrer girungsaktivierenden Wirkung parallel geht. 

Insbesondere verdient hervorgehoben zu werden, daB der 
charakteristische Co-Wert, der mit Hefekochsaft erhalten wurde, 
in derselben Hohe liegt, wie der eines hochgereinigten Co-Zymase- 
priparates (vgl. Versuch 1 z. B. mit Versuch 7 und 8 in Tab. 1). 
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Tabelle 1. 


Vergleich zwischen girungs- und dehydrierungsaktivierender 
Wirkung verschiedener Co-Zymasepriparate 
am System der Alkoholdehydrase. 


























. ; Anzahl Co-Ein- 
Co-Zymasepriiparat Maximale Aktivitit] heiten, die das 
Nr. des Systems System auf die 
Be- ACo-Wert emm H,/60 Min. Hilfte des max. 
zeichnung Wertes aktivieren 
1 Hefekochsaft 510 25,2 9,2 
2 505 51000 16,8 4,9 
3 312 25000 19,4 4,8 
23,5 5,2 
22,2 6,6 
4 341 32000 34,4 6,2 
5 326 34.000 19,4 1,2 
6 818 | 49600 21 7,4 
22,5 8,5 
26 5,8 
7 317 84000 23 5 
28 5 
| 28 9,5 
5 343 | 86.000 38 8,6 
9 342 =| 48000 28 9,2 
| 33,4 6,3 
10 324 | 39000 19 5,2 
| 17 5,0 











Nr. 1. Der Hefekochsaft wurde aus 1 Gewichtsteil PreBoberhefe und 
1 Gewichtsteil Wasser gewonnen. ACo des Saftes = 510. 

Nr. 2. Co-Zymasepriparat 505 stellt eine wiihrend des im hiesigen 
Institut tiblichen Reinigungsverfahrens®) nach der Phosphor—-Wolframsiiure- 
fiillung entnommene Fraktion dar. 

Nr. 3—9. Die in diesen Versuchen angewandten Co-Zymasepriiparate 
von verschiedenem Reinheitsgrad (vgl. die ACo-Werte) sind nach der im 
hiesigen Institut gebriiuchlichen Methode dargestellt. 

Nr. 10. Co-Zymasepriparat 324 ist aus Pferdemuskel nach den 
Angaben von H. vy. Euler und G. Giinther’) dargestellt. 


Ebenso liegt das Verhiltnis zwischen giirungs- und dehydrierungs- 
aktivierender Wirkung eines mitten aus dem Reinigungsgang der 
(o-Zymase entnommenen Priiparates (Versuch 2, vgl. obige Bemer- 
kung zu Tab. 1) in derselben Hiéhe wie bei einem Priparat am 





6) K. Myrbick u. H. Larsson, Diese Z. 225, 131 (1934). 
) Sv. Vet. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 50 (1935). 
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Ende der Reinigung. Wirde im Hefekochsaft entsprechend der 
oben geiiuBerten Arbeitshypothese neben der giirungsaktivierenden 
Co-Zymase ein besonderer Dehydrierungsaktivator vorliegen, s0 
wire doch zu erwarten, da8 im Verlauf der Reinigungsprozesse 
eine deutliche Verschiebung des Verhiltnisses zwischen giirungs- 
und dehydrierungsaktivierender Wirkung zustande kime. 


Besonders bemerkenswert ist auch die gute Ubereinstimmung 
der Dehydrierungsaktivierung durch die aus Muskel dargestellte 
Co-Zymase mit den Hefe-Co-Zymasepriparaten. Es ist sehr un- 
wahrscheinlich, daB zwei verschiedene Aktivatoren aus so ungleichen 
Quellen wie Muskel einerseits und Hefe andererseits im selben 
Mengenverhiltnis erscheinen wiirden. 


Wenngleich die Versuche aus methodischen Griinden keine 
sehr gut iibereinstimmenden Zahlen lieferten, so ist doch mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu schlieBen, daB in den Co-Zymase- 
priparaten die Girungsaktivierung und die Dehydrierungs- 
aktivierung durch ein und denselben Stoff ausgelést 
werden. Dieser SchluB kann sowohl fiir den Aktivator der 
Alkoholdehydrierung (vgl. Tab. 1) wie fiir den Aktivator der Hexose- 
monophosphatdehydrierung (vgl. Tab. 2) gezogen werden. 


Tabelle 2. 


Vergleich zwischen giirungs- und dehydrierungsaktivierender 
Wirkung verschiedener Co-Zymasepriparate 
am System der Hexosemonophosphatdehydrase. 














Co-Zymasepriiparat Maximale Aktivitat]4nzahl Co-Linheiten, 
~ = ) — des Gyatens die das System aut 
Be- | ACo-Wert 7 : die Hialfte des max. 
zeichnung | emm H,/60 Min. Wertes aktivieren 
ants sane pal itis” A = nn A A A 
1 324 | 39000 54 5,2 
2 312 25000 108 8,2 
3 342 48000 23 7 
4 317 | 84000 12,4 3,7 
5 343. | 86000 30 7,4 
6 341 32000 34 12 
40 10 
47 18,4 











Die Co-Zymasepriiparate der Versuche 2—6 sind aus Hefe nach 
dem hier angewandten Verfahren dargestellt. In Versuch 1 ist dasselbe 
Co-Zymasepriiparat aus Muskel verwendet worden wie in Versuch 10 der 
Tab. 1. 
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Es ist ferner zu bemerken, da8 die von den iibrigen Co-Werten ab- 
weichenden Zahlen in Versuch 6 dadurch bedingt sein kénnen, da8 in 
diesem Versuch als Dehydrasekomponente das Warburgsche ,,Zwischen- 
ferment“ verwendet wurde, wihrend in allen anderen Versuchen Aceton- 
oder Alkoholfdllungen aus Hefemazerationssaft zur Anwendung kamen. 


III. Direkter Vergleich zwischen Co-Zymase und ,,Atmungs-Co-Ferment* 
an den Systemen der Hexosemonophosphat- und der Alkoholdehydrase. 

Aus den im vorhergehenden Abschnitt angefiihrten Versuchen 
konnte gefolgert werden, daB die Co-Zymase selbst zur Akti- 
yvatorwirkung in isolierten Dehydrasesystemen befihigt ist. Fir 
die Vermutung, da8 in den Co-Zymasepriiparaten etwa ein beson- 
derer Dehydrierungsaktivator vorhanden sein kiénne, waren keine 
sicheren Argumente zu finden. Um das am Beginn dieser Mit- 
teilung erwihnte Verhiltnis zwischen Warburgs Atmungs-Co- 
Ferment und der Co-Zymase niher zu beleuchten, erschien es 
deshalb notwendig, die Wirkungen der beiden Co-Fermente direkt 
miteinander zu vergleichen. Die Durchfiihrung dieses Vergleiches 
brachte ein wichtiges Ergebnis, das einen Ausgangspunkt liefert 
fiir die Erklirung der eigenartigen Tatsache, dab Atmungs-Co- 
Ferment und Co-Zymase einerseits in gleicher Weise isolierte 
Dehydrierungsreaktionen zu aktivieren vermigen, sich aber anderer- 
seits in bezug auf die Fahigkeit, die Hefegirung insgesamt zu 
aktivieren, prinzipiell voneinander unterscheiden. 

Es ergab sich niimlich, da8 das Warburgsche Uo-Ferment 
in System der Alkoholdehydrase aus Hefe [?) u.zw.S. 199] die 
(‘o-Zymase nicht ersetzen kann. In der Beschreibung der folgenden 
Versuche soll diese Spezifitét der Co-Enzyme klargelegt werden. 


a) Hexosemonophosphatdehydrierung durch Cytolysat 
von Pferdeblutzellen. 

Warburg und Christian haben gefunden, dai in dem von 
ihnen friiher studierten System Hexosemonophosphat—Blutzellen- 
cytolysat—Methylenblau—Sauerstoff’) das Methylenblau durch Flavin- 
enzym ersetzt werden kann [*) u. zw. 8.409). Das Cytolysat enthalt 
gleichzeitig Dehydrase und Co-Ferment. Vor einiger Zeit haben 
Runnstrém, Lennerstrand und Borei®) nachgewiesen, daB 
in dem urspriinglichen, durch Methylenblau katalysierten System, 
(o-Zymase eine Steigerung der Sauerstoffzehrung hervorruft. In 
der folgenden Tab. 3 wird gezeigt, daf auch im analogen, durch 
Flavinenzym katalysierten Gemisch Co-Zymase deutlich aktivierende 


5) Biochem. Z. 242, 286 (1931). ®) Biochem. Z. 271, 15 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXIII, 9 
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Wirkung besitzt. Zusatz von isolierter Hexosemonophosphat- 
dehydrase aus Hefe erhéht die Atmung ebenfalls; sie liegt etwa in 
der gleichen Héhe wie die Atmung eines normalen Hexosephosphat- 
dehydrase-Systems (Tab. 3, Ansatz 3 und 4). Bei gleichzeitigey 
Anwesenheit von Dehydrase, Co-Zymase und Cytolysat (Ansatz 5 
steigt die Sauerstoffaufnahme auf das Doppelte. 


Tabelle 3. 


Blutkérperchencytolysat: 3 mal mit physiologischer Kochsalzlésung ge. 

waschene Pferdeblutkérperchen werden mit dem gleichen Volumen destil- 

lierten Wassers cytolysiert. Ubrige Zusiitze wie in den auf S. 125 be. 
schriebenen Versuchen. 














. O,-Auf- 
De- |Flavin-| Co- | Cyto- aan 

Nr. | Hmph. |Alkohol hydrase} enzym |Zymase| lysat H,0 ar, 

ccm ccm ccm ecm ccm cem ccm | cmm 0, 
1 0,8 on _ 0,8 _ 20 | 1,4 74 
2 0,8 we _ 0,8 0,5 2,0 | 0,9 108 
3 0,8 - 0,8 0,8 jie 20 | 0,6 110 
4 0,8 _ 0,8 0,8 0,5 on 2,1 112 
5 0,8 ~ 0,8 0,8 0,5 2,0 | 0,1 210 
6 md 0,8 we 0,8 : 20 | 1,4 6 
7 _ 0,8 0,8 0,8 = 2,0 | 0,6 8 


























Das System Cytolysat—Flavinenzym ist nicht imstande, Alko- 
hol zu verbrennen (Tab. 3, Ansatz 6). Dieser Befund entspriclit 
der von Runnstrém und Mitarbeitern (a. a. O.) gemachten Beob- 
achtung in dem analogen System Cytolysat—Methylenblau, wo- 
nach letzteres durch eine ausgeprigte Spezifitit gegen Hexose- 
monophosphat und Hexosediphosphat gekennzeichnet ist. Ansatz 7 
zeigt aber ferner, daB das im Cytolysat enthaltene Co-Ferment 
auch nicht faihig ist, zugesetzte Alkoholdehydrase aus Hefe bei 
Gegenwart von Flavinenzym wirksam zu erginzen, eine Funktion. 
die durch Co-Zymase erfiillt wird. 

Es ist daran zu erinnern, daB allerdings auch Blutkérperchen Co-Zymase 
enthalten”); wir bestimmten die Girungswirkung des im obigen Versuch 
verwendeten Blutzellencytolysates in der iiblichen Weise gegen Apo-Zymase 
und fanden (unter Beriicksichtigung einer schwachen Selbstgirung des 
Cytolysates allein) einen Wert von 2,6 Co per 1 ccm Cytolysat. Im Ansatz 7 
der Tab. 3 waren also mit dem Cytolysat 5,2 Co zugesetzt worden; dies ist 
jedoch eine Menge Co-Zymase, die unter den angewandten Bedingungen 
noch keinen merklichen Ausschlag zu geben braucht (vgl. die Abhingigkeit 


der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Hexosemonophosphatdehydrierung von 
der Co-Zymasemenge in Fig. 2). 


1) Euler u. Nilsson, Diese Z. 162, 63 (1927). 
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Es fallt also schon bei der Beurteilung der eben beschrie- 
penen Versuche auf, daB das im Blutzellencytolysat enthaltene 
(‘o-Ferment sich im System der Hexosemonophosphat- und der 
Alkoholdehydrase verschieden verhialt. Entscheidende Aufschliisse 
brachten nun die Versuche mit isoliertem Co-Ferment. 


b) Vergleich zwischen Co-Zymase 
und Warburgs Co-Ferment 
am System der Hexosemonophosphatdehydrase. 
Das ,, Atmungs-Co-Ferment“ wurde nach der von O. Warburg 
und W. Christian fiir ,,Co-Ferment II“ angegebenen Methode 
3) u. zw. S.406] dargestellt. Die zunichst zu beschreibenden Versuche 
wurden mit der ,rohen Co-Fermentlésung“!) yorgenommen. In 
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dieser Lésung wurde der Gehalt an girungsaktivierendem Faktor 
bestimmt; da Blutzellen einen immerhin betrichtlichen Gehalt an 
Girungsaktivator (Co-Zymase) aufweisen, war es ja von vornherein 
wahrscheinlich, daB auch die Co-Fermentlésung Co-Zymase ent- 
halten wirde. In der iiblichen Priifanordnung mit Apo-Zymase 
wurde ein Wert von 18,5 Co/cem ermittelt. Wie weiter unten 
gezeigt wird, riihrt diese giirungsaktivierende Wirkung tatsichlich 
von Co-Zymase her. 

Die Auswertung der ,rohen Co-Fermentlisung am System 
der Hexosemonophosphatdehydrase lieferte folgende Ergebnisse: 

An einem Reaktionssystem von Hexosemonophosphatdehydrase 
(vgl.S.125) wurde zunichst in einer Konzentrationsreihe die Abhingig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Co-Zymasekonzentration 
aufgenommen. In Fig. 4 ist der Anfangsast der entsprechenden 
Kurve (I) eingezeichnet: (bei der Fortsetzung dieser Konzentrations- 


1) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 254, 440 (1933). 
g* 
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reihe wurde bei Gegenwart von 20 Co-Kinheiten die maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit von 54 cmm H,/Stunden [entsprechend 
einer Entfarbungszeit von 7 Minuten] erreicht). Kurve II stellt den 
Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit bei Gegenwart steigender 
Mengen der ,,rohen Co-Fermentlisung“ aus Pferdeblut an Stelle 
von Co-Zymase dar. 

Auf der Abszisse sind auBer den relativen Co-Fermentmengen 
(angegeben in Kubikzentimeter Lisung) auch die entsprechenden 
Zahlen fiir die Co-Werte (Co-Zymasegehalte) der Co-Fermentlésung 
aufgetragen. Es ergibt sich, daB bei Zusatz von 0,6 ccm der (o- 
Fermentlésung bereits die maximale Aktivierung des Systems 
(75cmm H,/Stunden) erreicht ist; diese Menge Co-Fermentlisung ent- 
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halt auf Grund der Girungsmessung nur 3,7 Co-Hinheiten Co-Zymase. 
Wie aus der Co-Zymasevergleichskurve (I) hervorgeht, bewirken 
3,7 Co-Kinheiten nur eine Aktivitét von 21 cmm H,/Stunden. So- 
mit mu8 in der Co-Fermentlésung aus Pferdeblut neben der nachi- 
gewlesenen (o-Zymase ein weiterer Faktor (Warburgsches Co- 
Ferment) wirksam sein, und zwar in stiirkerem Ausmafe als die 
enthaltene Co-Zymase. 

Ks war nun wiinschenswert, das Nebeneinander von (o- 
Zymase und Warburgschem Co-Ferment noch auf einem 
zweiten Wege nachzuweisen; dies wurde erreicht durch das Studium 
der Thermostabilitat der beiden Co-Enzyme. Wurde die ,,role 
Co-Fermentlésung“ in einer Reihe von Ansiitzen bei verschiedenen p,, 
60 Minuten lang auf 85° erwirmt, und in den so behandelten 
Proben nachher einerseits die restliche giirungsaktivierende Wir- 
kung, andererseits die dehydrierungsaktivierende Wirkung be- 
stimmt, so ergab sich das folgende charakteristische Bild (Fig. 5). 
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Der Restgehalt der Liésungen an Girungsaktivator nach dem 
Erhitzen bei verschiedenem p,, (Kurve I) folgt in guter Uberein- 
stimmung der Thermostabilititskurve von gewéhnlicher Hefe-Co- 
Zymase**). Dagegen hat das Dehydrierungs-Co-Ferment eine 
bedeutend gréBere Zerstérung erlitten (Kurve LI). Beriicksichtigt 
man, daB in Kurve IL noch die Dehydrierungswirkung des rest- 
lichen Co-Zymasegehaltes der Co-Fermentlisung mit eingeht, so 
ist die wirkliche Zerstérung des Atmungs-Co-Ferments in noch 
stiirkerem AusmaBe erfolgt. Aus dem Vergleich der Temperatur- 
stabilitat geht also eindeutig hervor, daB die beiden Wirkungen 
Girung und Dehydrierung) zwei verschiedenen Stoffen zuzuschreiben 
sind. Von diesen gibt sich der girungsaktivierende Teil erwartungs- 
gemiB als Co-Zymase zu erkennen. 

Um den Einflu8 gleichzeitig anwesender Co-Zymase beim 
Studium der Wirkungen des Atmungs-Co-Ferments zu vermindern, 
wurde die ,rohe Co-Fermentlésung* der von Warburg und 
Christian [*) u. zw. S. 407] beschriebenen Reinigung unterzogen. 
Die so erhaltene ,,Co-Fermentlésung B“ enthielt auf Grund der 
Girungsbestimmung nur noch 3,0 Co/ccm, wahrend ihre dehydrie- 
rungsaktivierende Wirkung im Vergleich zur Rohlésung nicht 
wesentlich geschwiicht war. Die Wirksamkeit dieser Lésung als 
('o-Enzym der Hexosemonophosphatdehydrase sei durch die folgen- 
den zwei Beispiele gekennzeichnet (Fig. 6). 
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Die zur Kurve I und II gehérenden Versuche wurden mit 
Co-Zymase von bekanntem Co-Gehalt ausgefiihrt und zwar wurde 


12) Vgl. Myrbick u. Euler, Diese Z. 138, 1 (1924), und zwar Figur 
S. 8, Kurve fiir 85°. 
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bei I als Dehydrasekomponente die Lésung einer ,,Acetonfallung* 
bei II die Lésung einer CO,-Fallung (,,Zwischenferment*) aus 
Hefemazerationssaft verwendet. Mit Kurve I bzw. II sind zu ver. 
gleichen Kurve III bzw. IV, bei denen an die Stelle der Co-Zymase 
»Co-Fermentlisung B“ tritt. Als MaBstab fiir die zugesetzte Co- 
Fermentmenge dient ihr Co-Zymasegehalt (3 Co entsprechen 1 ccm), 
wodurch es deutlich gemacht wird, dab der Co-Zymasegehalt der 
Co-Fermentlésung nur noch eine ginzlich untergeordnete Rolle spielt. 

Mit diesen Versuchen ist die bereits (S. 123) erhobene Fest- 
stellung, daB im System der Hexosemonophosphatdehydrase W ar- 
burgsches Co-Ferment und Co-Zymase einander vertreten kénnen, 
bestitigt. 


c) Vergleich zwischen Co-Zymase und Warburgs Co-Ferment 
am System der Alkoholdehydrase. 


Aus den eben beschriebenen Versuchen mit Robisonester- 
dehydrase ist zu entnehmen, daf beziiglich der Wirkung von 
Co-Zymase und Warburgs Co-Ferment eine weitgehende Analogic 
besteht; diese driickt sich z. B. auch darin aus, daB in zwei 
Parallelversuchen mit gleicher Zusammensetzung der Reaktions- 
mischung die Vollaktivierung des Systems durch die beiden (o- 
Enzyme in etwa derselben Hohe liegt. Vergleicht man ferner 
die Wirkung der Co-Zymase am System der Hexosemonophos- 
phatdehydrase mit derjenigen am System der Alkoholdehydrase, 
so zeigt sich, daB die Affinitit der Co-Zymase zu den beiden 
verschiedenen Dehydrasen etwa gleichgroB ist (vgl. z. B. Tab. | 
und 2). Es wire also zu erwarten, daB das Warburgsche Co- 
Ferment auch das System der Alkoholdehydrase in ungefihr dem 
gleichen Mae aktiviert, falls sich dieses Co-Ferment auch in 
dieser Beziehung der Co-Zymase gleichartig verhilt. Die Priifung 
des Warburgschen Co-Ferments am System der Alkoholdehydrase 
lieferte jedoch das iiberraschende Ergebnis, daB dieser Aktivator 
hier die Co-Zymase nicht zu ersetzen vermag. 

Wir haben zwar bisher das Warburgsche Co-Ferment noch nicht 
vollig frei von Co-Zymase dargestellt; der genaue Vergleich zwischen dem 
Co-Zymasegehalt und der Aktivierungswirkung der Co-Fermentlésungen 
gegentiber Alkoholdehydrase berechtigt aber zu dem Schlusse, daB die auf- 


tretenden schwachen Aktivierungen lediglich dem noch vorhandenen Antei! 
an Co-Zymase zuzuschreiben sind (vgl. unten). 


Der folgende Grundversuch soll als Beispiel fiir das prinzi- 
piell ungleiche Verhalten von Co-Zymase und Warburgschem 
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Co-Ferment bei der enzymatischen Dehydrierung von Alkohol 
angefiihrt werden. Zum Vergleich sind Parallelversuche mit Hexose- 
monophosphatdehydrierung daneben gestellt (Tab. 4). 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB eine Menge Atmungs- 
Co-Ferment (0,15 ccm), die im System der Hexosemonophosphat- 
dehydrase einer bestimmten Menge Co-Zymase (15 Co-Kinheiten) 
iiquivalent ist (vgl. Versuch 4—6), die Alkoholdehydrierung nur 
in iuBerst geringfiigigem Masse zu aktivieren vermag (Ansatz 1—3). 

Der exakte Nachweis, daB die bei der Alkoholdehydrierung 
immerhin beobachtete schwache Co-Enzymwirkung des W arburg- 
schen Co-Ferments seinem Gehalt an Co-Zymase zugeordnet 
werden kann, lieB sich in der Weise erbringen, da der Vergleich 
zwischen Co-Zymasegehalt (Girwirkung), Aktivatorwirkung am 


Tabelle 4. 


Enzymlésungen: ,,Acetonfillung aus Hefemazerationssaft“, 0,1 g in 10 ccm 


Phosphatpuffer. — Flavinenzym: 1 ccm = 1,257 Flavin. — Co-Zymase 
1cem = 100 Co. — Atmungs-Co-Ferment: ,,Lésung B“ (vgl. S. 133), 1 cem 
enthilt 3 Co-Einheiten Co-Zymase. — 10°/,iger Alkohol, m/10-hexose- 


monophosphorsaures Na. — m/15-Phosphatpuffer p, = 7,6. — Methylen- 
blau 1: 5000. — Thunbergmethodik. 
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, Co-Fer- Ent- 
De- |Flavin-}| Co- |” ' 

: " ment- . f . 
Alkobol] Hmph. |hydrase| enzym |Zymase Wa Be Puffer | Mb ee 
ccm cem ccm ecm ecm ccm ccm ccm Min. 
0,25 a 0,25 0,25 | 0,15 —~ 0,35 | 0,5 7 
0,25 — 0,25 0,25 — 0,15 0,35 0,5 150 
0,25 — 0,25 0,25 | — 0,30 0,20 | 0,5 120 
— 0,25 | 0,25 0,25 | 0,15 — 0,35 | 0,5 10,5 
— 0,25 | 0,25 0,25 | — 0,15 0,35 | 0,5 11 
— 0,25 | 0,25 025 | — 0,30 0,20 | 0,5 8,5 





Alkoholdehydrase- und Aktivatorwirkung am Hexosemonophosphat- 
dehydrasesystem mit mehreren Priparaten von Warburgschem 
Co-Ferment angestellt wurde. 

Zu diesem Zwecke wurden aus ,,Co-Fermentlésung B“ durch 
Schwermetallfaillung zwei weitere Fraktionen dargestellt, wobei 
verschiedene Mischungsverhiltnisse zwischen Co-Zymase und 
Atmungs-Co-Ferment erwartet werden konnten. 


,Co-Fermentlésung C“: Fillung der ,,Lésung B“ mit Quecksilber- 
acetat; Zerlegung des Niederschlags mit H,S, Verjagen des iiberschiissigen H,S 
aus dem Filtrat und Einengen im Vakuum. ,,Co-Fermentlésung C“ enthilt 
auf Grund der Girungsmessung 14 Co/cem. 
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,,Co-Fermentlésung D“: ,,Co-Fermentlésung B“ wurde mit 3/, des 
Volumens 20°/,iger Bleiacetatlésung bei py = 6—6,5 versetzt, die Fiillung 
abzentrifugiert, das Filtrat auf py = 7,5 und nach erneutem Zentrifugieren 
auf py, = 8,5 gebracht. Jede Fillung wurde mit Wasser gewaschen, mit H,S 
zerlegt, das Filtrat im Vakuum eingeengt. Auf Grund der Auswertung der 
so erhaltenen 3 Lésungen an der Hexosemonophosphatdehydrase erwies 
sich, daB der Hauptanteil des Co-Fermentes in der mittleren Fraktion 
(py = 7,5) ausgefallen war. Gleichzeitig war die Hauptmenge der Co-Zymase 
in diese Fraktion gegangen, die als ,,Co-Fermentlésung D“ bezeichnet wird, 
Ihr Co-Zymasegehalt betriigt 10 Co/eem. 

Der relative Gehalt der 3 Lésungen B, C und D an Atmungs- 
Co-Ferment ist aus der folgenden Tabelle zu entnehmen, in der 
diejenigen Mengen (ccm) Co-Fermentlisung angegeben sind, die 
imstande sind, in einem Thunbergversuch unter den iiblichen Be- 
dingungen ein und dasselbe System einer Hexosemonophosphat- 


dehydrase maximal zu aktivieren (‘l'ab. 5). 
Tabelle 5. 


Enzymlésung: ,,Zwischenferment“ nach Warburg und Christian. — 





m/10-Hexosemonophosphat. — Ubrige Zusiitze wie gewohnlich. 
a Rie ‘| Entfarbungszeit 
Co-Ferment- | Maximale Aktivierung | bei maximaler 
lésung erfolgt durch Aktivierung 
Min. 
B 0,4 cem 7,5 
C 0,08 ecm 7 
D 0,25 ecm 7 








Die 3 Co-Fermentlésungen, die also sowohl durch ver- 
schiedenen Gehalt an Atmungs-Co-Ferment wie an Co-Zymase 
gekennzeichnet sind, wurden nun an einem Alkoholdehydrase- 
system ausgewertet (Fig. 7). 


Auswertung der Co-Fermentlésungen B, C und D am System der 
Alkoholdehydrase (Thunbergmethodik). —- Reaktionsmischung: 0,25 ecm 
Dehydraselésung, 0,25 ccm Flavinenzymlésung, 0,25 cem 10°/, iger Alkohol, 
0,5 ccm Methylenblau 1:5000; steigende Mengen Co-Enzymlésung, mit Phos- 
phatpuffer py = 7,6 auf 1,75 cem Gesamtvolumen erginzt. — Kurve I: 
Co-Zymase 341, 100 Co/eem. — II: ,,Co-Fermentlésung B“, 3 Co/cem. - 
III: ,,Co-Fermentlésung C“, 14 Co/eem. — IV: ,,Co-Fermentlésung D”, 
10 Co/ecm. — Zum Vergleich: Kurve V, identisch mit Kurve III der Fig 6. 

Kurve I in Fig. 7 bildet die mit Co-Zymase gewonnene Vergleichs- 
kurve fiir die Beurteilung der Aktivatorwirkung der drei Co-Ferment- 
lésungen B, C und D. (Kurven II, III und IV). Die jeweils zugegebene 
Menge Co-Ferment ist nicht nach Kubikzentimetern, sondern direkt nach 
dem vorher ermittelten Co-Zymasegehalt (vgl. oben) aufgetragen; so ent- 
spricht z. B. der am weitesten rechts liegende Punkt der Kurve II einer 
Menge von 0,5 ccm ,,Co-Fermentlésung B“. Die aus Fig. 6 iibernommene 
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Kurve V (identisch mit Kurve III der Fig. 6), welche die Co-Fermentwirkung 
yon ,,.Losung B“ am System der Hexosemonophosphatdehydrase darstellt, 
ist des Vergleiches wegen in Figur 7 mit eingezeichnet. 

Aus dem Kurvenbild Fig. 7 und 7a ergibt sich folgendes: 
die Aktivatorwirkung der Co-Fermentlésungen aus Pferdeblut, ge- 
messen am System der Alkoholdehydrase, ist nie gréBer, als auf 
Grund ihres Gehaltes an Co-Zymase erwartet werden kann. In 
2 Fallen (Lésung B und C) liegt die Wirksamkeit sogar unter 
der mit einer gleichen Menge von Hefe-Co-Zymase (Kurve I) er- 
zielten, in einem Falle (Lésung D) stimmt der auf Grund der 
Girungswirkung bestimmte Co-Zymasewert der Co-Fermentlésung 
ziemlich gut mit ihrer Aktivierungskraft iiberein. 
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Fig. 7. 
Die ausgesparte Ecke des Diagramms ist in Fig. 7a vergroBert dargestellt. 


Die Hauptkomponente der Co-Fermentlésungen aus Pferde- 
blut (das Warburgsche Co-Ferment), die bei der Hexosemono- 
phosphatdehydrierung in Erscheinung tritt, bleibt dagegen bei 
der Alkoholdehydrierung ginzlich wirkungslos. 


Es kénnte vielleicht noch der Einwand erhoben werden, daf die 
Wirkungslosigkeit des Warburgschen Co-Fermentes bei der Alkohol- 
dehydrierung auf einer Hemmung durch irgendeine Verunreinigung der 
Co-Fermentlésung beruhe; dann miiBte es sich allerdings um eine fiir die 
Alkoholdehydrase spezifische, an der Hexosemonophosphatdehydrase nicht 
auftretende Hemmung handeln, was nur schwer vorstellbar ist. AuBerdem 
aber miiBte in solchem Falle die normale Co-Zymase-aktivierte Alkohol- 
dehydrierung durch Zusatz von Warburgscher Co-Fermentlésung gehemmt 
werden, und zwar in sehr starkem Ausma8e. Der Versuch zeigt nun (Tab. 6), 
daB bei Zusatz steigender Mengen von ,,Co-Fermentlésung B“ zu einem 
durch Co-Zymase vollaktivierten Alkoholdehydrierungs-System zwar eine 
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gewisse Hemmung (Ansatz 1—4) auftritt. Die so erhaltenen Reaktions. 
geschwindigkeiten liegen aber noch in einer ganz anderen GroBenordnung 
als die Geschwindigkeiten, die mit ,,Co-Ferment B“ allein, in Abwesenheit 
von Co-Zymase, erhalten wurden (Ansatz 5—7). Die schwache Aktivitit in 
den letztgenannten Versuchen kann also nicht durch Hemmung eines an 
sich aktiven Co-Enzym-Dehydrasesystems erklirt werden. 


Tabelle 6. 


Alkoholdehydrierung mit Co-Zymase bei Gegenwart von ,,Co-Ferment- 
lésung BY“. Reaktionsmischung wie zu Fig. 7 angegeben. 















































. Co-Fer- Ent- 
De- | Flavin-}| Co- - 
ment- S- 
Nr. |Alkohol| hydrase}] enzym | Zymase iene B Puffer | Mb oe 
ecm ecm ccm ecm eem ecm eem Min. 
1 | 0,25 | 0,25 | 025 | 0,15 sie 0,35 | 0,5 8 
21 025 | 0,25 | 0,25 | 0,15 0,15 0,20 | 0,5 11,5 
3 1 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,15 0,25 0,1 | 0,5 13 
4] 025 | 0,25 | 0,25 | 0,15 0,35 — 3s 15 
5 | 0,25 | 0,25 | 0,25 os 0,15 0,35 | 0,5 300 
6 | 0,25 | 0,25 | 0,25 _ 0,25 0,25 | 0,5 206 
7 | 0,25 | 0,25 | 0,25 a 0,35 0,15 | 0,5 150 


Die Hemmung des Co-Zymasesystems durch Zusatz von ,,Co-Ferment- 
lésung B“ (Ansatz 1—4) darf vielleicht durch die Annahme erklirt werden, 
daB das Atmungs-Co-Ferment sich mit einer gewissen Affinitit mit der 
Alkoholdehydrase zu inaktiven Molekiilen vereinigt. (Eine Art ,,.kompetitiver 
Hemmung“). Diese Annahme bedarf allerdings noch der Nachpriifung mit 
hochgereinigtem Co-Ferment. 

Zusammenfassend lift sich auf Grund der geschilderten 
experimentellen Befunde die Feststellung machen: wihrend die 
Hefe-Co-Zymase sowohl als Co-Enzym der Hexosemono- 
phosphatdehydrase als auch der Alkoholdehydrase aus 
Hefe zu fungieren vermag, ist das Warburgsche Co-Fer- 
ment aus Pferdeblutzellen nur wirksam als Co-Enzym 
der Hexosemonophosphat-, nicht aber der Alkoholdehy- 
drase. 

d) Aerobe Systeme. 


Die gegenseitige Ersetzbarkeit von Co-Zymase und Warburg- 
schem Co-Ferment im System der Hexosemonophosphatdehydrase 
sowie das Unvermégen des letzteren Co-Enzyms, die Alkohol- 
dehydrierung zu aktivieren, trifft wie fiir die Methylenblauentfir- 
bung erwartungsgem&B auch fiir die aerobe Reaktion zu (Tab. 7). 

Ks sei noch bemerkt, daB die Hexosemonophosphatdehydrierung 
mit ,Co-Fermentlisung B“ (ebenso wie mit Co-Zymase) in Ab- 
wesenheit von Flavinenzym in kaum erheblichem MaBe vor 
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Tabelle 7. 
Enzymlésung. Ansatz 1—4: ,,Zwischenferment aus Hefe“; 5—6: Aceton- 
fillung aus Lebedewsaft, in Puffer gelést. — Flavinenzym 1 cem = 5 y 
Flavin. — Co-Zymase 1 ccm = 100 Co. — ,,Co-Fermentlésung BY“. — 
m/10-Hexosemonophosphat, 10°/,iger Alkohol. — m/15-Phosphatpuffer 
Pa = 7,6. — 0,1m-KCN. Einsatz der GefiBe enthilt 0,5ceem 5 °/,ige KOH 
(Warburgapparat). 
Pe ee Me ae pleted hail ae Puffer | KCN ahme 
, ohol] Hmph. Tey . uffer 
Nr. p4. |hydrase| enzym |Zymase lésung B n. 60 Min 
ecm cem ecm ecm ecm ecm ecm | cem | emm O, 
i. = 0,8 1,0 1,0 | 1,0 a 1,1 | 0,1 187 
7. 0,8 1,0 ma 1,0 _ 21 0,1 10 
sg]; — 0,8 1,0 wi 1,0 1,1 | 0,1 128 
4 0,8 1,0 oe psi 1,0 2,1 0,1 15 
5 | 0,8 ae 1,0 1,0 | 1,0 a 11 | 0,1 102 
6] 0,8 _ 1,0 wt 1,0 11 | 0,1 10 





























sich geht (Ansatz 4). Vergleiche hierzu die Bemerkung von War- 
burg und Christian‘) (u. zw. 8S. 112) zu ihren friiheren Angaben 
iiber Co-Ferment Il, sowie Wagner-Jaureggs Feststellung !%). 


e) Verschiedenheit 
von Alkohol- und Hexosemonophosphat-Dehydrase. 


Fallt man Hefemazerationssaft mit Aceton oder Alkohol, so 
erhalt man Hexosemonophosphat- neben Alkoholdehydrase; das 
Verhaltnis zwischen alkohol- und hexosemonophosphat-dehydrie- 
render Wirkung kann bei verschiedenen Priparaten betrichtlich 
variieren; wahrend man immer gute Alkoholdehydrasen erhilt, 
ist die hexosemonophosphat-dehydrierende Wirkung bisweilen recht 
vering. Schon diese mangelnde Proportionalitit macht es wahr- 
scheinlich, daB zwei verschiedene Enzyme vorliegen. ‘Tatsichlich 
kann man zu gut wirksamen Priparaten von Alkoholdehydrase 
gelangen, denen die Fahigkeit, Hexosemonophosphat anzugreifen, 
vollig abgeht, wenn man folgendermaBen arbeitet: 

50 g Trockenunterhefe werden mit 500 cem Wasser und 5 ccm Chloro- 
form 22 Stunden bei 30° geschiittelt. Der abzentrifugierte Saft wird mit 
*/; seines Volumens Alkohol bei 0° gefillt. Der Niederschlag wird abzentri- 
fugiert, mit absolutem Alkohol verrieben, abgesaugt, mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Ausbeute ungefihr 1 g. In analoger Weise erhilt man Alkohol- 


dehydrase aus Trockenoberhefe. 
0,1 g der Fiillung, in 10 cem Puffer aufgenommen, von wenig Ungeléstem 
abzentrifugiert, bildet eine gut wirksame Alkoholdehydrase. Beispiel: 0,25 cem 





13) Wagner-Jauregg, Moller u. Rauen, Diese Z. 231, 60 (1935). 
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Alkohol + 0,25 cem Dehydraselésung + 0,25 cem Flavinenzym + 0,15 cem 
Co-Zymase + 0,35 com Puffer + 0,5 cem Methylenblau 1 : 5000: Entfirbungs- 
zeit 5 Minuten. 

Wird der Alkohol durch Robisonester ersetzt, so findet keine Methylen- 
blauentfirbung statt. 

Es soll noch darauf hingewiesen werden, daB diese spezifisclie 
Alkoholdehydrase Robisonester auch dann nicht angreift, wenn an 
Stelle von Co-Zymase Warburgsches Co-Ferment eingesetzt wird. 

Im ,,Zwischenferment“ aus Hefe liegt andererseits ein De- 
hydrasepriparat vor, das bei geeigneter Verdiinnung keine oder 
nur geringe Dehydrierungswirkung gegen Alkohol, dagegen eine 
sehr gute gegen Hexosemonophosphat entfaltet. 


IV. Austauschbarkeit von Co-Zymase 
und Warburgschem Co-Ferment in anderen Dehydrasesystemen. 

Ohne eine erschépfende Besprechung aller Versuche an- 
zustellen, die sich mit der Identitaét bzw. Verschiedenheit you 
Co-Enzymen bei enzymatischen Dehydrierungen beschiftigt haben, 
wollen wir hier nur kurz darauf hinweisen, daB es sich wohl in 
den meisten Fallen, in denen die Identitit eines Co-Enzyms un- 
sicher war, um Co-Zymase gehandelt hat*) So sei hier darauf 
hingewiesen, daB durch die Versuche von Banga und Szent- 
Gyoérgyi') fiir das Co-Enzym der Milchsiuredehydrase des Herz- 
muskels Identitat mit Co-Zymase wahrscheinlich gemacht wurde, 
und die Versuche B. Anderssons?}%*) kénnen als eine sichere 
Bestitigung hierfiir angesehen werden. 

Die Darstellung eines neuen Co-Ferments aus Pferdeblut 
(O.Warburg und W. Christian), der Nachweis seiner Wirkung 
an einem Hefeenzym sowie an der Dehydrierung verschiedener 
Substrate durch Muskelenzyme (Wagner-Jauregg) gibt nun Ver- 
anlassung, die Vertretbarkeit von Co-Zymase und Warburg schem 
Co-Ferment niher zu studieren. Insbesondere wire es wichtig, 
fiir die in der vorliegenden Arbeit erwiesene Spezifitiit des War- 
burgschen Co-Ferments weitere Beispiele aufzufinden. 

Wir zogen zunachst noch die Harrisonsche Glucose- 
dehydrase aus Leber heran, deren Natur als typisches Flavin- 
enzymsystem kirzlich nachgewiesen werden konnte?) (u. zw. S. 6). 
Das Co-Enzym der Glucosedehydrase aus Leber, dessen Existenz 
von Mann?®) erkannt und das von Harrison selbst aus Leber 





*) Vgl. H. v. Euler, Chemie der Enzyme, II, 3. Miinchen 1934. 
188) Diese Z. 225, 57 (1934). 
14) Diese Z. 217, 39 (1933). 1°) Biochemie. J. 26, 785 (1932). 
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gewonnen wurde, enthalt nach dem Befund von B. Andersson }**) 
betrichtliche Mengen Co-Zymase, jedoch war in diesem Fall nicht 
mit Sicherheit nachzuweisen, daB die gesamte Co-Enzymwirkung des 
aus Leber dargestellten Praparates auf seinen Co-Zymasegehalt 
zuriickzufihren ist. 

Inzwischen fand J. Yudkin?*), daB das Co-Enzym der Glucose- 
dehydrase von Colibakterien wahrscheinlich identisch ist mit 
Co-Zymase (Girwirkung); Yudkin konnte fernerhin feststellen, 
daB das Coli-Co-Enzym sowohl durch das Leber-Co-Enzym Harri- 
sons wie durch das Blut-Co-Enzym von Warburg und Christian 
ersetzt werden kann, und auf Grund der Beziehungen sowohl 
des Coli-Co-Enzyms wie des Harrisonschen Co-Enzyms zu 
Co-Zymase spricht Yudkin die Annahme aus, da’ auch in dem 
von ihm verwendeten Praparat von Warburgschem Co-Knzym 
Co-Zymase enthalten und wirksam war. 


Tabelle 8. 


Glucosedehydraselésung: 0,76 g Dehydrasepriiparat nach Harrison in 

10 cem Wasser aufgenommen, zentrifugiert, dialysiert. — Flavinenzym- 

lisung: 1 cem = 1,25 y Flavin. Co-Zymase 1 ccm = 173 Co; in den An- 

sitzen 4 und 5 verdiinnt, so daB 1 ccm = 29 Co. — ,,Co-Fermentlésung B“: 

nach Warburg und Christian (1ccm enthilt 3 Co Co-Zymase). — 

10 /,ige Glucose. — Phosphatpuffer py = 7,6. Methylenblau 1:5000. —- 
Thunbergmethodik. 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 0,25 cem Glucose, 0,25 ccm 

Dehydrase, 0,25 cem Flavinenzym, 0,5 cem Methylenblau, variierende Mengen 

von Co-Zymase bzw. Co-Fermentlésung B; alle Ansiitze mit Puffer auf 

1,75 eem ergiinzt. In der Tabelle sind nur die Mengen zugesetzter Co-Enzym- 

lésung und deren Gehalt an Co-Zymase (Co-Einheiten) angegeben, die 
iibrigen Komponenten sind weggelassen. 














Co-Ferment- Ent- 
Nr. Co-Zymase |” lésung B“ Co-Kinheiten | firbungszeit 
ecm ecm Min. 
1 0,10 : 17,8 11 
2 0,05 — 8,6 11,5 
3 0,025 = 4,3 14 
4 0,1 2,9 25,5 
5 0,05 — 1,44 46 
6 i 0,3 0,9 20,5 
7 " 0,1 0,3 21 
8 . 0,05 0,15 25,5 
9 , 0,025 0,075 44 














16) Biochemic. J, 28, 1463 (1934). 
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Es war deshalb von Interesse, genauer zu untersuchen, ob das 
Warburgsche Co-Ferment selbst an der Harrisonschen Glucose- 
dehydrase aus Leber Co-Enzymwirkung besitzt; wie im Falle der 
Alkoholdehydrase muBte auch hier durch direkten Vergleich 
zwischen der giirungsaktivierenden Wirkung (d.h. dem Co-Zymase- 
gehalt) und der dehydrierungsaktivierenden Wirkung des Warburg- 
schen Co-Fermentpriaparates einerseits und eines Priaparates von 
Hefe-Co-Zymase andererseits die Entscheidung getroffen werden, 
ob neben der im Co-Fermentpriparat enthaltenen Co-Zymase noch 
eine weitere Komponente (das Atmungs-Co-Ferment) wirksam 
beteiligt ist (Tab. 8). 

Der Vergleich der Ansitze mit Vo-Zymase (1—5) und mit 
Warburgschem Co-Ferment (6—9) zeigt deutlich, daB in den 
Versuchen 6—9 der Co-Zymasegehalt der ,,Co-Fermentlésung B« 
nicht allein fiir die Aktivitiit des Systems verantwortlich gemacht 
werden kann, sondern daB in der Hauptsache das _ ,,Atmungs- 
Co-Ferment“ die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Hiermit 
ist also festgestellt, daB im System der Glucosedehydrase aus 
Leber Co-Zymase und Warburgsches Co-Ferment einander ver- 
treten kénnen. 

Damit ist allerdings noch nicht entschieden, welches der 
beiden Co-Enzyme in vivo die Glucosedehydrierung aktiviert und 
es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten, diese Frage zu 
beantworten. 

Wie im Falle der Glucosedehydrase diirfte sich wahrschein- 
lich auch bei den von Wagner-Jauregg, Rauen und Méller"’) 
mitgeteilten Systemen tierischer Dehydrasen [Apfelsiure, Milch- 
sdure, Citronensiure, Hexosediphosphorsiure*)| das Warburgsche 
Co-Ferment durch Co-Zymase ersetzen lassen. 

Kin Hinweis dafiir, daB z. B. auch die Alkoholdehydrase 
der Leber durch beide Co-Enzyme aktivierbar ist, kann in einem 
vorliufigen Versuch erblickt werden, den wir mit unserem Priparat 
von Harrisonscher Glucosedehydrase ausgefiihrt haben (Tab. 9). 

Dieser Vorversuch zeigt die bemerkenswerte Tatsache, dab 
bei einer Alkoholdehydrase aus Leber beide Co-Enzyme austausch- 
bar sind, wihrend das alkoholdehydrierende Enzym der Hetfe 
spezifisch auf Co-Zymase eingestellt ist. 





17) Diese Z. 228, 373 (1984); 281, 60 (1935). ; 
*) Experimentelle Angaben liegen allerdings nur fiir die Apfelsiure- 
und Hexosediphosphat-dehydrase vor. 
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Tabelle 9. 


(ilucosedehydrase und iibrige Komponenten wie in Tab. 8, jedoch statt 
Glucose 10 °/,iger Alkohol. 





Ee  esenereinnnaeeneene 


1} 
—_ 











. Co-Fer- Ent- 
De- |{Flavin-| Co- - 
r ment- - > fiirbungs- 
\r, |Alkohol | hydrase] enzym |Zymase ltenngB el Puffer} Mb =— 
eem ecm eem cem cem eem ccm Min. 
0,25 | 0,25 | 0,2 _ 34,6 | 0,3 | 0,5 180 
: 0,25 | 025 | — 0,3 09 | 0,2 | 0,5 210 
0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,1 a“ 17,3 | 0,4 | 0,5 54 
0,25 | 0,25 | 0,25 | — 0,2 0,6 | 0,3 | 0,5 56 


H CO bo 





























V. Die Stellung der Adenylpyrophosphorsaure zu Co-Zymase 
und Warburgschem Co-Ferment. 


Der letzte Stand der Frage nach der Beziehung zwischen 
Adenylpyrophosphat und Co-Zymase ist von R. Nilsson?) aus- 
fiihrlich dargelegt worden, so daB sich hier eine weitere Bespre- 
chung eriibrigt. Es kann jedenfalls als sicher betrachtet werden, 
da8 Adenylpyrophosphat, gegen ausgewaschene Trockenhefe und 
bei Gegenwart von Hexosediphosphat gepriift, die Glucosever- 
girung nur sehr schwach (K. Lohmann’) oder iiberhaupt nicht 
(Nilsson und Euler?) aktiviert. Die mit Adenylpyrophosphat 
auslésbare geringe Girung ist vielleicht gar nicht analog der Co- 
Zymasewirkung, vielmehr besteht die Méglichkeit, daB die Adenyl- 
pyrophosphorsaiure eine fhnliche Aufgabe erfiillt wie Hexose- 
diphosphat; ihre Wirksamkeit tritt auch besonders in nicht inten- 
siv ausgewaschenen Trockenhefen (die also noch Co-Zymase ent- 
halten) hervor. 


Wir konnten mit Hilfe eines reinen Priparates, das uns 
Herr Prof. K. Lohmann, Heidelberg, in dankenswerter Weise zur 
Verfiigung stellte, zunichst die nur sehr geringe girungsakti- 
vierende Wirkung an Apo-Zymase + Hexosediphosphat bestiitigen. 
Mit zwei verschiedenen Priparaten von Apo-Zymase wurden folgende 
Werte erhalten (Tab. 10), 

Vergleichsweise sei angefiihrt, daB bei Anwendung eines 
reinen Co-Zymasepriparates (z. B. ACo = 100000) schon 10 y 
Vo-Zymase geniigen wiirden zur Entwicklung von 1 ccm CO,/St. 





18) H. v. Euler, Chemie d. Enzyme, II. Teil, 3. Abschn., 8S. 476. 
Miinchen 1984. 

19) Biochem. Z. 241, 67 (1931). 

*) Diese Z. 204, 204 (1931). 
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Tabelle 10. 
Das adenylpyrophosphorsaure Ba wurde mit Na,SO, umgesetzt, die 

















angegebenen Mengen beziehen sich auf das Ba-Salz. 
ecm CO, Differenz zwischen 
Nr. Adenylpyroph. aad Selbstgirung der Apo- 
Zymase und Girung 
mg 180 Minuten mit Adenylpyroph. 
Apo-Zymase | 
1 rane 4,1 ones 
2 1,5 4,25 0,15 
3 3,0 4,6 0,5 
Apo-Zymase II 
J anne 0,2 _ 
2 0,3 0,2 0 
3 1,5 0,3 0,1 
4 3,0 0,4 0,2 
5 9,0 0,5 0,3 











Der Unfiahigkeit der Adenylpyrophosphorsiure, Co-Zymase 
im normalen Giransatz zu ersetzen, entspricht, daB sie auch in 
den Systemen der Alkohol- und Hexosemonophosphatdehydrase 
nicht als Aktivator zu fungieren vermag (Tab. 11). 


Tabelle 11. 


Adenylpyrophosphorsiure im System der Alkohol- und Hexosemono- 
phosphatdehydrase. 
Enzymkomponenten und iibrige Zusiitze wie bei Tab. 4. Adenylpyro- 
phosphorsaures Natrium: 1 cem Lésung enthilt 1,4 mg Adenylpyrophosphor- 
siure. Fiir die Ansiitze 1—4, sowie 5—9 gelangten zwei verschiedene 
Dehydrasepriparate zur Anwendung. 


























De- |Flavin-}] Co- |Adeny]- Ent 
Nr. |Alkohol| Hmph. |hydrase] enzym Zymase| pyroph.| Puffer} Mb | farbung 
ecm | cem | cem ecm | ccm | ecm | eem | cem zeit 
1] 0,25 — | 0,25 | 0,25 | 0,15 a 0,35 | 0,5 16 Min. 
2 | 0,25 - 0,25 | 025 | — ~~ 0,5 | 0,5 | 154 
3 | 0,25 es 025 | 025 | — 0,1 0,4 0,5 | 150 
41 925 — — | 925 | 025 | — | 905 | — | 05 | 150 
5 | — | 025 | 025 | 0,25 | 0,15 — | 0,35 | 0,5 12 Min. 
6 — | 0,25 | 025 | 025 | — 0,1 0,4 | 0,5 | >12 Std. 
7 025 | 025 | 025 | — 0,5 ne 0,5 10 
8 is ha 0,25 | 0,25 | 6,15 “i 0,6 0,5 12, 
9 ae 0,25 0,25 0,15 0,25 0,35 0,5 81/55, 
































Diskussion der Ergebnisse. 


Die beiden Dehydrasesysteme, an denen die gréBere Anzahl 
der vorliegenden Versuche ausgefiihrt wurden, nimlich die Hexose- 
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1 monophosphat- und die Alkoholdehydrase aus Hefe vermitteln 
] Oxydationsvorginge, die an sich keinen Platz in den gegenwirtigen 
7 Anschauungen iiber den Chemismus der alkoholischen Girung 


besitzen, Andererseits aber mu8 man die zwei folgenden ‘Tat- 
sachengruppen einander gegeniiberstellen: 

a) Bei der Dehydrierung von Hexosemonophosphat sind das 
Warburgsche Co-Ferment und die Co-Zymase gegenseitig er- 
setzbar; bei der Alkoholdehydrierung ist ausschlieBlich Co-Zymase 
wirksam. 

b) Co-Zymase fungiert als Aktivator des Gesamtvorgangs der 
alkoholischen Girung; das Warburgsche Co-Ferment ist in dieser 
Hinsicht inaktiv. 

Aus der Gegeniiberstellung von a) und b) kann man wohl 
iit ziemlicher Wabhrscheinlichkeit die Annahme herleiten, daB 
,erade das Enzymsystem, das wir als Alkoholdehydrase be- 
zeichnen, einen wesentlichen Anteil an den Oxydoreduktionsprozessen 
der Girung hat. Seine eigentliche, physiologische Aufgabe wire 
dann freilich in einer anderen Reaktion als der Alkoholdehydrie- 
rung zu suchen, und die letztere wire als eine mehr oder weniger 
unspezitische Modellreaktion aufzufassen. (Die Méglichkeit, daB 
die Alkoholdehydrierung tatsichlich auch in vivo eine Funktion 
des Enzyms darstellt, bleibt natirlich trotzdem bestehen). Die 
Unwirksamkeit des Blutzellen-Co-Fermentes als Girungsaktivator 
wiirde sich somit ohne weiteres erklaren aus seinem Unvermégen, 
die Alkoholdehydrase der Hefe zu aktivieren. 

Aus den nunmehr bekannten Fallen von gegenseitiger Vertret- 
barkeit von Co-Enzymen in verschiedenen Dehydrasesystemen 
lassen sich 2 Méglichkeiten erkennen: 

1, Ein Co-Enzym kann sich an verschiedenen Dehydrase- 
systemen wirksam beteiligen. 

2. Eine Dehydrase kann durch (zwei) verschiedene Co-Enzyme 
aktiviert werden. 

Im Sinne der von EKuler*°*) geéuBerten Vorstellungen wiirden 
sich diese beiden Méglichkeiten folgendermaBen veranschaulichen 
lassen: 

1. Ein Co-Enzym kann als katheptische Gruppe sich mit 
zwei verschiedenen ligatorischen Gruppen (den bisher als ,,Dehy- 
drasen“ bezeichneten Triigern) zu verschiedenen, wirksamen Knzym- 


20a) H. v. Euler, Nordisk Medic. Tidskr. 8, 1696 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIII. 10 





146 H. v. Euler, E. Adler, F. Schlenk und G. Giinther, 


molekiilen vereinigen: D'—Co', D"—Co', wobei D' z.B. die ,,Hexose. 
monophosphatdehydrase“, D" die ,,Alkoholdehydrase“ der Hefe 
und Co' die Co-Zymase darstellen. 

2. Eine ligatorische Gruppe kann verschiedene Co-Enzyme 
als katheptische Gruppen binden unter Bildung gleichartig wirk- 
samer Enzymmolekiile, z. B. D'—Co', D'—Co", wobei D' z. B. die 
,,Hexosemonophosphatdehydrase“ der Hefe, Co' die Co-Zymase 
und Co" das Warburgsche Co-Ferment bedeuten. 

Der Fall der Alkoholdehydrase der Hefe lehrt aber, das 
dem Traiger D eine auswihlende Eigenschaft zukommen kann: nur 
D"—Co! (Alkoholdehydrase—Co-Zymase) ist ein wirksames Enzym- 
molekiil, wahrend die Bildung von D"—Co" (Alkoholdehydrase~ 
Warburgsches Co-Ferment) entweder nicht begiinstigt ist, oder 
zu einem unwirksamen Molekiil fiihrt. Eine derartige Spezifitiit des 
,Vehydrasetrigers“ gegentiber Co-Enzymen scheint weniger hiutfig 
aufzutreten, als die gegenseitige Ersetzbarkeit der Co-Enzyme; bisher 
stellt die Alkoholdehydrase der Hefe den einzigen bestimmt nach- 
gewiesenen Fall einer Dehydrase-Co-Enzymspezifitat dar. Auch 
die Alkoholdehydrase der Leber scheint nach dem (S, 142) mit- 
geteilten Versuch mit zwei verschiedenen Co-Enzymen wirksame 
Verbindungen eingehen zu kénnen. 

Die Bildung von Verbindungen zwischen ,,Dehydrasetriiger“ 
und Co-Enzym ist bisher allerdings noch nicht experimentell be- 
wiesen; die Versuche von H. Theore!1?!) in dieser Richtung geben 
noch keinen AufschluB iiber ihre Existenz, kénnen aber, wie auch 
der Autor selbst betont, nicht als Beweis gegen ihre Bildung in 
kleinen Konzentrationen gewertet werden. 

Es ist verlockend, den Wirkungsmechanismus der Co-Enzyme 
bzw. der aus ihnen durch Bindung an den Triger hervorgehenden 
Enzyme (Dehydrasen) in einer Oxydoreduktionswirkung zu suchen, 
und es wird von groBer Wichtigkeit sein, die funktionellen Gruppen 
des Co-Enzymmolekils niher kennenzulernen. 

Wenn die Annahme richtig ist, daB die Co-Enzyme der 
Dehydrierungsreaktionen Redoxverbindungen darstellen, so diirfte 
die Adenylpyrophosphorsiure sich von Co-Zymase und 
Warburgschem Co-Ferment prinzipiell dadurch unterscheiden, 
daB sie nicht Redoxcharakter besitzt. In der Tat ist die Aufgabe 
der Adenylpyrophosphorsiure bei der Glykolyse offenbar eine 
ganz andere als die der Co-Zymase bei der alkoholischen Girung: 





21) Biochem. Z. 275, 30 (1935). 
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Adenylpyrophosphorsiure fungiert im Zusammenhang mit Phos- 
phagen als Phosphat-iibertragender Katalysator (Lohmann”), die 
Co-Zymase dagegen als Co-Redoxase. 


Zusammenfassung. 


1. Das Co-Enzym der alkoholischen Girung, die Co-Zymase, 
fungiert als Co-Enzym in den Systemen der Hexosemonophosphat- 
dehydrase und der Alkoholdehydrase aus Hefe. 

2. Co-Zymase und Warburgsches Co-Ferment aus Pferde- 
blutzellen kénnen einander ersetzen im System der Hexosemono- 
phosphatdehydrase. 

3. Warburgsches Co-Ferment kann die Co-Zymase nicht 
ersetzen 1m System der Alkoholdehydrase. 

4, Im System der Glucosedehydrase aus Leber (Harrison) ist 
sowohl Co-Zymase wie Warburgsches Co-Ferment wirksam; das 
gleiche trifft wahrscheinlich fiir die Alkoholdehydrase der Leber zu. 

5. Adenylpyrophosphorsiure, welche die Co-Zymase bei der 
alkoholischen Giirung (im System Apo-Zymase + Glucose + Hexose- 
diphosphat + Phosphat + Mg) nicht ersetzen kann, zeigt keine 
Co-Enzymwirkung in den Systemen der Alkohol- und Hexose- 
monophosphatdehydrase aus Hefe. 





2) Biochem. Z. 271, 264 (1934). 


10* 
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Zur Kenntnis der Co-Zymase. VI. 


Uber Darstellung und Ejigenschaften eines hochaktiven Co-Zymase- 
praparates. 


Von 


K. Myrbiick und Bertil Ortenblad. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mirz 1935.) 





In friiheren Arbeiten aus diesem Laboratorium wurde die 
Gewinnung von Co-Zymasepriparaten hohen Reinheitsgrades schon 
oft beschrieben. Nach der gewodhnlichen Methode konnten im 
allgemeinen Co-Zymaselésungen dargestellt werden, die in der 
gebraiuchlichen Einheit einen Reinheitsgrad von ACo = 50000 
bis 100000 besaBen. Ab und zu konnten durch Wiederholung 
gewisser Fillungen usw. der Reinheitsgrad noch etwas erhdht 
werden. So beschrieben Myrbick und Larsson eine Co-Zymase- 
lésung mit ACo = 179000. Wir wollen im folgenden iiber die 
Gewinnung einer noch etwas reineren Lisung berichten, sowie 
iiber einige Kigenschaften des Priparates, was besonders des- 
wegen von Interesse ist, weil wir nunmehr iiber gewisse Higen- 
schaften der Co-Zymase unterrichtet sind, von denen friiher nichts 
bekannt war. 

1. Isolierung'). HeiBwasserextrakt aus PreBhefe wurde mit 
Bleiacetat vollstiindig gefillt und das Filtrat mit einer Aul- 
schwimmung von Bleihydroxyd geschiittelt. Die Menge Blei- 
hydroxyd war dem frither zugesetzten Acetat etwa gleich. Nach 
1/, stiindigem Schiitteln wurde mit Baryt auf p, = etwa 10 ge- 
bracht und zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit Schwefel- 
siiure im UberschuB zersetzt und die stark schwefelsaure Lésung 
mit Phosphorwolframsiure vollstindig ausgefillt. Das Phosphor- 
wolframat wurde wie gewéhnlich in schwefelsaurer Liésung mit 





1) Myrbick, Ergebn. d. Enzymforschung, II, 139, 1933. 
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Ather—Amylalkohol von Phosphorwolframsiure befreit, die Schwefel- 
siure mit Baryt gréBtenteils entfernt und das Filtrat mit Silber- 
nitrat und Ammoniak fraktioniert gefallt. Von 5 Fraktionen war 
die mittlere die aktivste mit ACo = 58000. Von dieser Lisung 
(Trockengewicht 5,90 mg/ccm) wurden 70 ccm mit 5 ccm 4°/, iger 
Uranylacetatlésung versetzt. Der abzentrifugierte Niederschlag 
wurde 1/, Stunde mit 70 ccm Wasser + 3 ccm m/3-KH,PO, 
geschiittelt. Nach Zentrifugieren wurde der Niederschlag noch 
imal in derselben Weise behandelt. In der ersten Lésung fanden 
wir etwa 55°/, der Co-Zymase wieder, in der zweiten etwa 30°/,, 
so daB& die totale Ausbeute sehr befriedigend war. Die Lisungen, 
die einen p,, von etwa 4—5 hatten, wurden mit Silbernitrat ver- 
setzt, bis eine Probe mit Baryt braune Fillung gab. Der mit 
Silbernitrat allein entstehende Niederschlag gab mit Schwefel- 
wasserstoff eine Lésung, die etwa 20°/, der Co-Zymase mit sehr 
viel freiem Phosphat enthielt. Durch Zusatz von Ammoniak zum 
silberhaltigen Filtrat wurde ein zweiter Niederschlag erzeugt, 
woraus die Lésung 461 mit ACo = 82000 gewonnen wurde. Aus 
dem Filtrat fiel mit Ammoniak nichts mehr, dagegen konnte mit 
(Juecksilberacetat eine dritte Fraktion erhalten werden und daraus 
die Lésung 462 mit ACo = 77000. Analysen zeigten nun, dab 
heide dieser Lésungen viel anorganische Phosphorsiure enthielten, 
so daB der wirkliche Reinheitsgrad sicher bedeutend héher war. 
(Uber gewisse Eigenschaften dieser Priparate vgl. Myrbick und 
Ortenblad, Abh. IV,) Die 2 Lésungen samt einer in derselben 
Weise gewonnenen Liésung 466 mit ACo = 103000 wurden ver- 
einigt und mit Baryt und etwas Bariumacetat vorsichtig ausgefiallt. 
Das klare und vdllig farblose Filtrat wurde nun mit Quecksilber- 
acetat ausgefallt und der gewaschene Niederschlag mit H,S zer- 
setzt. Gewonnen wurden etwa 45 ccm einer Lisung 467 mit einem 
Trockengewicht von 0,880 mg/ccm. Eine Anzahl Girungsversuche 
wurde damit ausgefiihrt. Ein Versuch sei angefiibrt: 
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0,015ccm enthalten also 3,5—0,5 = a Co-Einheiten. Pro ccm 
enthalt also die Lisung 467 200 Co. Der Reinheitsgrad ist also 
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ACo = 200/0,00088 = 228000. Simtliche Girungsversuche gaben 
als Mittelwert 
ACo = 225000. 


Hervorgehoben sei, wie in friiheren Arbeiten, daB die Kin- 
heiten keine absolute Giiltigkeit besitzen, sondern daB die ge. 
fundenen Werte nicht unbetrichtlich voneinander abweichen kénnen, 
wenn mit Apo-Zymasepriparaten aus verschiedenen Trockenhefen 
gearbeitet wird. Immerhin sind unsere Werte untereinander ver- 
gleichbar. 


2. Zusammensetzung. P-Bestimmung nach Embden. 8,80 mg 
Subst. (verbrannt mit Schwefelsiure und Perhydrol). Gef. 0,612 mg P 
oder 6,69°/,. Zu einer zweiten Bestimmung reichte die Substanz nicht aus. 
Der Phosphorgehalt ist ganz von der normalen GréBe. Enthilt das Mole- 
kiil ein Atom P, so sollte das Mol.-Gew. 445 sein’). 

Stickstoff (Mikrokjeldahl): 1,760 mg Subst. = 0,251 mg N = 14,26°/, N 

1,760 ,, » =0,251 ,, , =14.26%,,. 

Purinstickstoff. Proben von 1,760 mg Substanz wurden mit Schwefel- 
siiure im kochenden Wasserbade hydrolysiert und die Hydrolysate mit 
gesittigter Silbersulfatlésung in groBem UberschuBb gefillt (etwa 0,2 n-H,SO,). 
Nach 20stiindigem Stehen wurden die Niederschlige in der Zentrifuge 
gewaschen, dann in ein Mikrokjeldahlkélbchen gespiilt und verbrannt. 


py} Hydrolyse 4 Stunden in n-Siure Bias ae N 


ce) Hydrolyse 3 Stunden in n/2-Siure 0,173 ,, ,,. 


Das Mittel gibt einen Gehalt von 10,0°/, Purinstickstofi. 
Von dem Gesamtstickstoff sollten also nur 70,2°/, Purinstickstoff 
sein (friiher wurden bei den weniger reinen Praparaten héhere 
Werte erhalten, im allgemeinen 70—85°/,). Die Analysen dieses 
Praparates stiitzen also stark die friiher gemachte Annahme, daS 
im Co-Zymasemolekiil au8er dem Adeninstickstoff noch im Rest R 
Stickstoff vorhanden ist. Ob es ein Zufall ist, daB die Analysen 
in diesem Fall mit 2 Atomen Stickstoff im Rest R und 5 im 
Adenin stimmen, kann noch nicht bestimmt gesagt werden. Eine 
Annahme von 7 Atomen Stickstoff im Co-Zymasemolekil wiirde 
mit dem oben gefundenen Stickstoffgehalt zu einem Molekular- 
gewicht von 686 fiihren. Dies ist keineswegs unméglich, denn 
die Diffusionsbestimmungen kénnen aus verschiedenen Griinden 
keine so genauen Werte geben. Andererseits wiirde ein Molekular- 
gewicht von 686 einem Phosphorgehalt von nur 4,52°/, entsprechen, 
wenn mit einem P im Molekiil gerechnet wird. Der oben gefun- 
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1) Myrback, Diese Z. 225, 125 (1934). 
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dene Wert 6,69°/, stammt aus einer einzigen Bestimmung und 
es konnte wegen Stoffmangel nicht kontrolliert werden, ob die 
Lésung freies PO, enthielt. 

Reduktion von Hypojodit: 0,880 mg Substanz reduzierten wie 
0,626 mg Glucose. Nach Erhitzen in 0,03 n-NaOH wihrend 3 Minuten ent- 
sprach die Reduktion 0,249 mg Glucose. Etwas mehr als 60°/, der Reduk- 
tionswirkung waren also verschwunden. 

Die Reduktionswirkung ist ungefahr dieselbe, die man im all- 
gemeinen bei reineren Co-Zymasepriaparaten findet, eher etwas 
niedriger als héher. Ein Kubikzentimeter der Co-Zymaselésung 
reduziert 1,46 ccm 0,00478 n-Jodlésung oder 0,007 Milliiquiv. 
1 ccm enthalt 0,0612 mg Phosphor oder 0,00197 Milliaquiv. Das 
Verhiltnis ist 3,55:1. Sollte der Phosphorgehalt zu hoch sein, 
wird das Verhiltnis gréBer. Nimmt man 7 Atome N im Molekil 
an, so entspricht 1 ccm Lésung 0,00128 Milliiquiv. und das Ver- 
hiltnis wird 5,5:1. 

Die Zerstérung der reduzierenden Gruppe durch Erhitzung 
in alkalischer Lésung findet man bei diesem Priparat genau so 
wie bei anderen untersuchten reineren Priparaten. 

Verhalten der reduzierenden Wirkung bei Fiallung 
mit Uranylacetat. 2 ccm der Lésung 467 wurden mit 1 ccm 
2°/,iger Uranylacetatlésung versetzt und nach einer Stunde zentri- 
fugiert. Die Reduktion des Filtrates wurde nach Willstitter 
und Schudel bestimmt. Sie entsprach 0,086 mg Glucose. 0.667 ccm 
der Lésung 467 entsprechen nach dem obigen 0,418 mg Glucose. 
20,5°/, der Reduktionswirkung waren also nicht gefallt. Wenn 
nach friiheren Untersuchungen angenommen werden kann, dab 
die aktive Co-Zymase von Uranylacetat vollstiindig gefallt wird, 
so muB dieser Versuch bedeuten, daB auch dieses hochgereinigte 
Praparat wesentliche Mengen von inaktivierter Co-Zymase enthilt. 

3. Titrierbare saure Gruppen. Wie friiher gezeigt, verhalten 
sich die reineren Co-Zymasepriparate bei der Titration gegen 
Phenolphthalein als einbasische Saéuren, worin bei Erhitzung in 
schwach alkalischer Lésung noch eine zweite titrierbare saure 
Gruppe freigesetzt wird. Es wurde dies so erklirt, daB die Co- 
Zymase eine Verbindung ist zwischen t-Adenylsiure und einem 
Stoff R, der gebunden ist an einer der sonst freien OH-Gruppen 
des Phosphorsiurerestes der Adenylsiure. Bei der Erhitzung ist 
auch hier eine Freisetzung von einer sauren Gruppe eingetreten. 
Zwar verbrauchte die Lisung vor dem Erhitzen wesentlich mehr 
als ein Aquiv. Lauge, aber wie schon hervorgehoben, deuten auch 
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andere Umstiinde darauf, da8 die Liésung etwas freie Phosphor- 
siure enthialt, die ja verhaltnismiBig viel Lauge zur Neutralisation 


verbraucht. 


Bei der Titrierung von 5ccm der Liésung 467 mit 0,0122 n-NaOQH 


wurden 1,30 ccm verbraucht. 
gesetzt und im kochenden Wasserbade 3 Minuten erhitzt. 
wurde mit Schwefelsiure zuriicktitriert. 
war jetzt 1,81 cem. 
Verbraucht wurden 0,0159 bzw. 0,0221 Milliiquiv. Lauge. 


phor. 


Dann wurden insgesamt 3 ccm Lauge zu- 
Nach Abkiihlen 
Der totale Verbrauch an Lauge 


5 cem Lésung 467 enthalten 0,0099 Milliiquiv. Phos- 


4, Thermoinaktivierung.. Es wurde friiher gefunden, daf die 
Zerstérung der reduzierenden Wirkung bei Erhitzen und die Ver- 
minderung der Aktivitit der Co-Zymase auffallend parallel ver- 


laufen. 


Ks war also von besonderem Interesse festzustellen, in- 


wieweit dies auch bei diesem hochgereinigten Priparat zutrifft: 


Proben von 1cem + 4ccem Wasser wurden im kochenden Wasser- 
In 8 ecem wurde dann die Reduktion nach Willstitter- 
Girungsversuchen (0,2 ccm 


bade erhitzt. 
Schudel festgestellt, 


der erhitzten Lésungen). 


Der Rest diente zu den 


























Girungsversuch mg ,,Glucose“ 
| vor nach 
Co-Hin-|°/, Akti-| teat, | Die | 9) 
heiten | vitit 4 — in alka ie renz 
40sung 

Nicht erhitzt 7,5 | 100 0,408 | 0,210 | 0,198 | 100 
10 Minuten erhitzt | 3,5 | 47 0,317 0,210 0,107 54 
 - a 22 | 29.5 0,270 0,210 | 0,060 30,3 
40, “ 15 | 20 0,244 0,210 | 0,034 17,2 


In der Figur sind die Aktivititswerte o und die Reduktions- 
werte mit 0 angegeben. Man sieht, dab die Punkte sehr nahe 
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zusammenfallen. Die ausgezogene Kurve ist die bei der Thermo- 
inaktivierung weniger reiner Liésungen erhaltene. 
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also, als sollte diese reinste Lésung noch etwas weniger stabil 
sein als die friiher untersuchten. Man muB jedoch bedenken, daB 
die Erhitzungsversuche ohne Puffer ausgefiihrt worden sind, so 
da8 ein Unterschied im p,, hat mitspielen kénnen. 


Zusammenfassung. 


Kin Hefen-Co-Zymasepriparat von ACo = 225000, das reinste 
bisher gewonnene, zeigt im grofen und ganzen dieselben Eigen- 
schaften wie friiher dargestellt. 

Die Substanz verhilt sich wie eine einbasische Siure. Bei 
Erhitzen in 0,01 n-Alkali wird unter Inaktivierung noch eine saure 
Gruppe freigemacht. Die Substanz reduziert Hypojodit in etwa 
demselben Grade wie friiher untersuchte Priiparate. Beim Er- 
hitzen wird diese Reduktionswirkung zum grofen Teil zerstdrt. 
Bei Inaktivierung durch Erhitzen auf 100° verliuft die Inakti- 
vierung und die Verminderung der Reduktionswirkung parallel. 

Es ist wahrscheinlich, daB auch in diesem Priparat neben 
der aktiven Co-Zymase noch inaktivierte vorhanden ist. 
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Uber Co-Zymase aus tierischen Organen. 
Zur Kenntnis der Co-Zymase. VII. 


Von 
K. Myrbiick. 
Mit 1 Figur im Text. 





{Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mirz 1935.) 


In den vorhergehenden Arbeiten zur Kenntnis der Co-Zymase wurde 
iiber die Eigenschaften der aus Hefe dargestellten Co-Zymasepriparate be- 
richtet. U.a. wurde gefunden: 

1. DaB8 die reineren Priparate immer 5—7°/, Phosphor und 13—16°/, 
Stickstoff enthalten. Vom Totalstickstoff sind 70—85°/, Purinstickstoff') 
[Adenin]}?). 

2. Die reinsten Priparate verhalten sich bei der Titration mit Alkali 
als einbasische Séuren. Durch kurzes Erhitzen in schwach alkalischer 
Lésung wird unter Inaktivierung der Co-Zymase eine Bindung im Molekiil 
gelést, wobei noch eine mit Lauge und Phenolphthalein titrierbare saure 
Gruppe frei wird 4). 

3. Die Priparate enthalten eine reduzierende Gruppe. Sie verhiilt 
sich gegen Hagedorn-Jensens Reagens, als ob die Priparate etwa 20°), 
Glucose enthielten. Bei der Bestimmung nach Willstitter und Schude! 
wird dagegen ein scheinbarer Glucosegehalt von 75—100°/, erhalten‘). 

4, Die reduzierende Gruppe ist labil. Sie wird durch Erhitzen, be- 
sonders in alkalischer Lésung, schnell zerstért. Es wurde gezeigt, dal die 
Inaktivierung der Co-Zymase durch Erwiirmen in der Zerstérung der redu- 
zierenden Gruppe besteht°). 


Die Untersuchung von Co-Zymasepriiparaten aus einem ganz 
anderen Ausgangsmaterial als Hefe war nun von gréBtem Inter- 
esse, und besonders konnten aus einer Untersuchung der tierischen 
Co-Zymase fiir das ganze Co-Zymaseproblem wesentliche Ergeb- 
nisse erwartet werden. Erstens konnten, da nun neue Kigen- 
schaften der Hefen-Co-Zymase bekannt geworden sind, neue 





1) Myrbick u. Larsson, Diese Z. 225, 131 (1934). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Z. 177, 237 (1928), sowie folgende 
Arbeiten. 

*) Myrbick, Ebenda, Zur Kenntnis der Co-Zymase. IV. 233, 87 (1935). 

*) Myrbick, Sv. kem. tidskr. 46, 211 (1934). 

5) Myrbick, Zur Kenntnis der Co-Zymase. V. Diese Z. 283, 95 (1935). 
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Beitrige gegeben werden zur Beantwortung der Frage, ob die 
tierische Co-Zymase mit der Hefen-Co-Zymase identisch ist. 
Dies ist ja schon durch mehrere Untersuchungen AuB8erst wahr- 
scheinlich gemacht’). Weiter konnten, wenn eine Identitaét an- 
genommen werden darf, aus der Untersuchung der tierischen 
Co-Zymase noch Beweise fiir oder gegen die Auffassung erbracht 
werden, daB die oben unter 2., 3. und 4. angefiihrten Kigen- 
schaften der Priparate wirklich dem als Co-Ferment aktiven 


Stoff gehéren. 

1. Isolierung’). Von einem mittelgroBen Kaninchen wurde sofort 
nach dem Téten soviel wie méglich von der Muskulatur, samt Leber, 
Nieren, Herz und Lungen, durch die Fleischhackmaschine getrieben und 
zweimal mit Wasser von 75° extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden 
durch Zusatz von Essigsiure und Filtrieren von etwas Eiwei8 und mit 
Ather von der Hauptmenge des Fettes befreit. Dadurch wurden 2500 cem 
einer klaren Lésung erhalten, die nach den damit angestellten Girungs- 
versuchen etwa 21000 Co-Einheiten enthielt. [Ein mittelgroBes Kaninchen 
sollte also etwa 30000 Co-Einheiten enthalten, oder, wenn angenommen 
werden kann, daB die reine Co-Zymuase einen ACo-Wert von etwa 300000 
hat’), etwa 100mg Co-Zymase. Die Verluste bei der Isolierung sind 
aber so groB, daB nur wenige Milligramm der gereinigten Substanz er- 
halten werden.] Die rohe Co-Zymaselésung wurde mit Bleiacetat voll- 
stindig gefillt und das Filtrat wihrend 1 Stunde mit Bleihydroxyd ge- 
schiittelt. Dann wurde mit Baryt auf py = 9 gebracht und zentrifugiert. 
Der Niederschlag wurde mit Uberschu8 von Schwefelsiiure zersetzt und 
die Schwefelsiure mit Baryt gréBtenteils entfernt. Die Ausbeute war etwa 
40°/, der Co-Zymase. Die gewonnene Lésung reduzierte Hypojodit in der 
fiir Hefen-Co-Zymase charakteristischen Weise. Die schwefelsaure Lisung 
wurde nun mit Phosphorwolframsiure in der friiher beschriebenen Weise 
weiter gereinigt. Mit schlechter Ausbeute wurde eine Co-Zymaselésung 442 
erhalten. 

Bestimmung der Reduktion: 0,3 eem zu jedem Versuch. 


Unvorbehandelte Lisung nach Hagedorn-Jensen 0,071 mg ,,Glucose“, 
™ » Willstaitter-Schudel 0,403 ,, ia 


”? 
Lésung, zuerst in 0,03 n-NaOH erhitzt, 
nach Willstaitter-Schudel 0,167 ,, ” 


Genau wie bei der Hefen-Co-Zymase findet man also hier 
eine Reduktion von Hypojodit, die mehr als 5mal so groB ist 
wie die Reduktion von Hagedorn-Jensens Reagens. Durch 





1) Meyerhof, Diese Z. 101, 165 (1918); 102, 1(1918); Euleru.Myrbick, 
Diese Z. 133, 275 (1924); Euler u.S. Gard, Sv. kem. tidskr. 40, 99 (1928); 
Euler u. Ginther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 11B, Nr. 50 (1935). 

) Vgl. Euler u. Gard, a.a. O. 

8) Myrbick u. Ortenblad, Zur Kenntnis der Co-Zymase. IV. Diese 


Z. 233, 87 (1935). 
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die Erhitzung in alkalischer Lésung wird sehr schnell der grifite . 


Teil der reduzierenden Wirkung vernichtet. 

Bei der weiteren Reinigung der Lésung 441 wurde versucht, 
die Co-Zymase in der gewéhnlichen Weise als Silbersalz zu fiillen, 
Dabei konnten aber weder mit Silbernitrat allein, noch nach 
Zusatz von NH, zentrifugierbare Niederschlige erhalten werden, 
Die Co-Zymase wurde deshalb mit Quecksilberacetat ausgefiillt 
und der sorgfiltig mit Wasser gewaschene Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Dabei wurde die vollkommen klare 
und farblose Liésung 443 gewonnen, die 1,58 mg Trockensubstanz 
pro Kubikzentimeter enthielt. Girungsversuche mit 0,1, 0,15 
und 0,2 ccm der Liésung zeigten, daf sie 77 Co-Kinheiten pro 
Kubikzentimeter enthielt. Der Reinheitsgrad der Lisung ist also 
ACO = 49000. Im Vergleich zu den reinsten aus Hefe gewon- 
nenen Co-Zymaselésungen ist der Reinheitsgrad also nicht |e- 
sonders grof; die Steigerung des Reinheitsgrades durch die 
vorgenommenen Fiallungen usw. ist doch sehr groB, da tierische 
Organe im Verhiltnis zur Hefe sehr wenig Co-Zymase ent- 
halten. 


2. Zusammensetgung. Die Substanz enthialt 3,54°/, Phos- 
phor, also etwas weniger als die reineren Hefe-Co-Zymasepripa- 
rate. Der Stickstoffgehalt (18,08°/,) ist dagegen etwas hoher. 
Dies ist nun zu erwarten, denn bei dem verhiltnismiBig niedrigen 
Reinheitsgrad von ACo = 49000 ist es ja sicher, daB betricht- 
liche Mengen von fremden Stoffen noch anwesend sind, und daf 
sie relativ mehr Stickstoff enthalten, ist auch kein Wunder. 

Die Substanz reduziert wie die Hefen-Co-Zymase. 

0,790 mg Subst.: Nach Hagedorn-Jensen: 0,046 mg Glucose oder 5,8 °), 

”? ”? ”? 0,046 9 ” ” 5,8 ”? 
Dieser Wert ist im Verhiltnis zu Hefen-Co-Zymasepriparaten desselben 
Reinheitsgrades etwas niedrig. 


Reduktion nach Willstiétter-Schudel entspricht 0,471 mg Glucose 
oder 59,6°/,. Diese Reduktion entspricht vollkommen der der Hefen-Co- 
Zymase, wenn mit demselben ACo-Wert gerechnet wird. Nach Erhitzen 
von 0,790 mg Substanz in 0,03 n-NaOH wiihrend 3 Minuten im Wasserbade 
entsprach die Reduktion 0,278 mg Glucose. Wihrend der Erhitzung waren 
also 41°/, der Reduktionswirkung zerstirt worden. Dies ist auch genau 
das, was man bei einem Hefe-Co-Zymasepriparat desselben ACo-Wertes 
erwarten sollte. 


Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die Zu- 
sammensetzung des Priparates von tierischer Co-Zymase, ins- 
besondere das Vorhandensein einer labilen reduzierenden Gruppe, 
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im besten EKinklang ist mit der Annahme, daB die zwei Co-Fer- 
mente identisch sind. 

3. Saure Gruppen. Die Lisung des Priiparates reagiert wie gewohn- 
lich bei den Co-Zymasepriiparaten stark sauer. 1,58 mg in 1 ccm ver- 
brauchten bei der Titration gegen Phenolphthalein 0, 43 eem 0,0122 n-NaOH 
oder 0,00525 mAq. 1,58 mg enthalten 0,056 mg Phosphor oder 0,0018 mAq. 


Nach dreiminutigem Erhiteen j in 0,01 n- Lauge wurden insgesamt 0, 00745 mAq. 
Lange verbraucht. Pro Atom P werden also verbraucht: 


In der urspriinglichen Liésung 2,9 Aq., 
» 9» erhitzten a 2 » 


Das Praparat enthalt also sauer reagierende Verunreini- 
gsungen, so daf die Lésung im Verhiltnis zu reinen Hefe-Co- 
Zymasepriparaten mehr Lauge verbraucht. Bei der Erhitzung in 
alkalischer Liésung ist aber, wie zu erwarten, pro Atom P eine 
saure Gruppe freigemacht worden, so daB auch diese Versuche 
die Annahme stiitzen, daB bei der Erhitzung in alkalischer Lé- 
sung die Co-Zymase eine Spaltung erleidet, wobei eine gegen 
Phenolphthalein titrierbare saure Gruppe frei wird. 


4, Inaktivierung und Zerstorung der reduzierenden Gruppe. [m 
Falle der Hefen-Co-Zymase konnte gezeigt werden, daB zwischen 
der Inaktivierung der Co-Zymase bei héherer Temperatur und 
der Abnahme der reduzierenden Wirkung eine so nahe Parallelitat 
vorliegt, da8 angenommen werden kann, daB eben die Zerstérung 
der reduzierenden Gruppe die Inaktivierung bedingt). DaB die 
Thermostabilitit der tierischen Co-Zymase mit der der Hefen- 
Co-Zymase nahe iibereinstimmt, ist schon gezeigt worden’). Es 
muBte also untersucht werden, ob auch bei der tierischen Co- 
Zymase die Aktivitét in demselben Mae abnimmt, wie die 
reduzierende Wirkung. Der Versuch muB von Bedeutung sein, 
nicht nur fiir die Frage iiber die Identitét der tierischen Co- 
Zymase mit der Hefen-Co-Zymase, sondern auch als ein weiterer 
Beweis dafiir, daB die reduzierende Gruppe in den Priparaten 
die fiir die Aktivitiit wesentlichste ist. 


Die Versuchsanordnung war die friiher angegebene'). Erhitzt wurde 
bei py = 4,5 im kochenden Wasserbade 15 Minuten. Von den erhitzten Lé- 
sungen wurden Proben vor und nach dreiminutigem Erhitzen in 0,03 n-NaOH 
nach Willstitter-Schudel untersucht. Girungsversuche nach der ge- 
w6hnlichen Methode: 


1) Myrbick, Zur Kenntnis der Co-Zymase. V. Diese Z. 233, 95 (1935). 
2) Euler u. Giinther, a. a. O. 
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Girungsversuche Reduktion (mg _,,Glucose“) 

Erhitzung Lésung | Co-Einh.| Co | aktiv | Erh.in NaOH| Diffe- ‘~ 
in ecm gef. jinccm| in °/,] yor | nach | renz 0 

Nicht erhitzt | 0,05 2,7 54 |100 10,950 | 0,588 | 0,367 eo 
17 Minuten _ — — — 0,764 | 0,583 | 0,181 | 49 
80, 0,05 0,9 18 83 | 0,712 | 0,583 | 0,129 | 35 
45, se ele ane — | 0,702 | 0,583 |0,119 | 32 
200, 0,50 0,4 0,8 | 1,5 [0,592 |0,583 | 0,009 | 25 




















In der Figur ist die ausgezogene Kurve die fiir die Hefen- 
Co-Zymase festgestellte Inaktivierungskurve, die also zugleich die 
Abnahme der labilen Reduktion der Praparate darstellt. Die 
obigen Versuche sind in der 





m es oe ‘| ‘Figur veranschaulicht, die Gii- 
me | rungsversuche mit Kreuzen, dic 
a | Reduktionsversuche mit Punkten. 


Die Ubereinstimmung sowohl 

, zwischen Inaktivierung und Ab- 

50 WO %0 0 wnahme der Reduktion bei der 

Minuten — : : 

tierischen Co-Zymase wie zwi- 

schen den Kurven fiir tierische Co-Zymase und Hefen-Co-Zymase 
ist also sehr gut. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB die chemi- 
schen Eigenschaften der aus tierischen Organen dargestellten 
Co-Zymasepriparate so weitgehend mit den aus Hefe dar- 
gestellten iibereinstimmen, daB die Identitét der beiden Stoffe 
behauptet werden kann. Der einzige Unterschied ist, daB das 
Praparat aus tierischen Organen mehr Verunreinigungen enthielt, 
was schon der niedrigere ACo-Wert zeigt. Aus Mangel an 
Material konnte das Praparat nicht weiter gereinigt werden. 

Vor allen Dingen ist hervorzuheben, da8 das Priparat aus 
tierischen Organen dieselbe charakteristische Reduktionswirkung 
zeigt wie die Hefen-Co-Zymasepriiparate, so daB noch eine Stiitze 
fiir die Auffassung vorliegt, daB die Reduktionswirkung der Co- 
Zymase selbst gehért und sogar fiir die Aktivitit derselben von 
ausschlaggebender Bedeutung ist. 
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Der Schwefel des Insulins. 
13. Mitteilung itiber Insulin.) 
Von 
Karl Freudenberg und Theodor Wegmann. 


Ausgefiihrt mit Hilfe der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der I. G. Farbenindustrie A. G. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Marz 1935.) 








In diesen Ausfiihrungen werden weitere Versuche beschrieben, 
die maBgebenden Atomgruppierungen des Insulins dadurch zu er- 
mitteln, da& die Bedingungen verglichen werden, unter denen das 
Hormon seine Wirksamkeit verliert und wiedergewinnt. Nach 
dieser fiir die Bearbeitung chemisch undefinierter, aber physio- 
logisch gekennzeichneter Naturstoffe geeigneten Methodik ist frither 
die Umsetzung mit Essigsiureanhydrid*) und Formaldehyd®) so- 
wie mit alkoholischer Mineralsiure*) behandelt worden. Es ist 
jetzt gelungen, auch die schidigende Wirkung hydrierender Agentien, 
verdiinnter Lauge und des Lichtes teilweise riickgingig zu machen 
und unter dem einheitlichen Gesichtspunkt der Disulfidchemie 
zu behandeln 5), 

Insulin als Disulfidproblem. Es ist bekannt, daB die Reaktions- 
fahigkeit der Disulfidgruppe im Cystin stark beeinfluBt wird von 
der Art, wie diese doppelte Aminosiure eingebaut ist. Die Hydro- 
lyse fiihrt nach A. Schéberl®) in der ersten Stufe zu Sulfhydryl 
und Sulfensiure (RSSR—» RSH + HOSR). Die Sulfensiiure 


1) 12. Mitteilung: Diese Z. 213, 248 (1932). Fiir die Bestimmungen des 
Blutzuckers danken wir Frl. K. Hampel, Fri. E. Bié und Fri. R. Hils- 
heimer. 

*) K. Freudenberg u. W. Dirscherl, Naturw. 15, 832 (1927). 

3) Dieselben und H. Eyer, Diese Z. 187, 89 (1930). 

4) F. H. Carr, K. Culhane, A. T. Fuller, S. W. F. Underhill, 
Biochemie. J. 23, 1010 (1929). 

5) Vorliufige Mitteilungen wurden in Vortriigen gemacht im April und 
Oktober 1934. Vgl. Forschungen und Fortschritte 11, 55 (1935). 

6) A. Schéberl, E. Berninger u. F. Harren, Ber. chem. Ges. 67, 
1545 (1934). 
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zerfallt und bildet Schwefelwasserstoff. Das augenfillige Kenn- 
zeichen des Vorganges ist die letztere Reaktion. 

Im Insulin befinden sich 3,2°/, Schwefel, und zwar als 
Disulfid. J.J. Abel hat gefunden, dab ein Teil dieses Schwefels 
durch warme Carbonatlésung als Sulfid abgespalten wird. Bei 
der Anreicherung des Insulinanteils, der diesen ,abilen“ Schwefe] 
vorzugsweise enthielt, stie® er auf die krystallisierbare Fraktion 
des rohen Insulingemisches. 

Es hat sich spiater gezeigt, daf die Schidigung des Insulins 
durch Alkali ein viel feinerer Vorgang ist, der in keinem unmittel- 
baren Zusammenhang mit der Menge des,,sodalabilen“Schwefels steht. 
Wahrend dieser Schwefel 37°/, des Gesamtschwefels betrigt, ist 
nach unseren Ergebnissen die Inaktivierung bereits vollstiindig, 
wenn nur '/, dieses Betrages ('/,,—'/,, des Gesamtschwefels) als 
Schwefelwasserstoft abgespalten ist). 

Wihrend somit die urspriingliche Vorstellung von der Rolle 
des Schwefels eine Korrektur erfahren muBte, sind in der Zwischen- 
zeit immer mehr Reaktionen bekannt und untersucht worden, 
die auf die entscheidende Rolle von Disulfid im Insulin hin- 
weisen’). Die Wirksamkeit wird aufgehoben durch Sulfhydry| 
(Cystein, SH-Glutathion, Thioglykolsiure, Thiomilchsiure, Leuko- 
methylenblau *), Schwefelwasserstoff), Sulfit, Cyanid und hydrierende 
Mittel, wie Ascorbinsiiure*) und Hydrochinon‘). Auch Oxydationen 
(z. B. mit Benzopersiure oder Jod) lieben auf die Beteiligung von 
Schwefel schlieBen. Einer Deutung dieser Reaktionen, vor allem 
der hydrierenden, stand jedoch die Feststellung im Wege, daf 
die Reaktion RSSR—»RSH + HSR nicht, wie man erwarten 
sollte, riickliufig gemacht werden konnte. 

Man hat sich mit der Vorstellung beholfen, daB sich die iiber 
die Proteinkette des SH-Insulins verstreuten SH-Gruppen bei der 





1) Nach unver6ffentlichten Versuchen, die Herr A. Miinch ausgefiihrt 
hat. Wir haben friiher diesen Betrag noch viel kleiner angenommen. Daf 
Schwefel bei der Insulinwirkung eine Rolle spielt oder spielen kann, haben 
wir wiederholt betont; dagegen haben wir die Bedeutung des sodalabilen 
Schwefels bestritten. 

2) Du Vigneaud, A. Fitch, E. Pekarek, W. W. Lockwood, 
J. of biol. Chem. 94, 233 (1932). 

8) Die Bearbeitung dieser Reaktion behalten wir uns vor. 

4) Ascorbinsiure wirkt sehr langsam. Rasch wirkt H,S,. 

5) K. Jensen u.E.A. Evans, Physiologic. Rev. 14, 188 (1934). Die Autoren 
geben mit Recht an, daB die Rolle des Hydrochiaons wahrscheinlich nicht 
einfach die eines Wasserstoffdonators ist. 
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Dehydrierung nicht wieder zusammenfinden. Denkt man diese 
Vorstellung durch, so miiBte das wirksame (SS-)Insulin aus minde- 
stens zwel parallel gelagerten Proteinketten bestehen, die durch 
S—S-Briicken wie von Leitersprossen zusammengehalten werden. 
Kine solche Vernetzung von Ketten ist jedoch bei einer physio- 
logischen Substanz eine sehr gewagte Vorstellung, die auch in 
sterischer Hinsicht groBe Schwierigkeiten macht. 

Einfacher ist folgendes Bild. Das Insulin ist ein Protein, in 
das Cystinhilften peptidartig eingebaut sind. An diesen hingen 
peripher andere, wahrscheinlich kleinere S-haltige Gruppen in 
Disulfidbindung. Durch die Hydrierung werden die SS-Bindungen 
aufyetrennt. Die Kette tritt jetzt als SH-Verbindung auf (Ins SH), 
ebenso wie das kleinere Stiick (HSR). Das intakte Insulin wire 
danach zu kennzeichnen als Ins S—SR, das sich spaltet in 
die unwirksamen Bruchstiicke Ins SH + HSR. 

Diese Vorstellung hat zunichst den Vorteil, daB sie erkliren 
kann, warum bei verschiedenen Reaktionen (Benzopersiure, Jod, 
Alkali) der Schwefelgehalt des Insulinrumpfes sinkt), 


Reaktivierung des SH-Insulins, O. Wintersteiner hat fest- 
gestellt?), daB die Inaktivierung des Insulins durch Cystein schon 
eintritt, wenn nur ein Teil der vorhandenen Disulfidgruppen 
hydriert ist. Bei der GréBe des Insulinmolekiils wird daher die 
Konzentration der zu reoxydierenden SH-Gruppen sehr gering 
sein. Mit der gewiinschten Wiedervereinigung zu Disulfid konkurriert 
die Oxydation der einzelnen SH-Gruppe zu SO,H oder ahnlichem. 
Demnach sollte die gewiinschte Regenerierung, z. B. mit Wasser- 
stoffsuperoxyd, sehr abhingig von der Konzentration der SH-Ver- 
bindung sein. Da die Reaktion in starker Konzentration schwer 
ausfiihrbar ist, haben wir den Ausweg gesucht, Disulfidbindungen 
dadurch wiederherzustellen, dab wir dem hydrierten Gemisch Cystein 
in groBer Konzentration zufiigten und es nun dehydrierten. Jetzt 
tritt tatsachlich eine teilweise Reaktivierung ein. Der Vorgang 
li8t sich folgendermaBen formulieren (HS Cys = Cystein): 

Ins SH + HS Cys — Ins S—S Cys. 
unwirksam wirksam 

Wenn diese Vorstellung zutrifft, wire eine neue, insulin- 
ihnliche Substanz bereitet; denn es l4Bt sich feststellen (vgl. unten), 


') Vgl. H. Jensen u. E. A. Evans, a. a. O. 
*) O. Wintersteiner in K. Freudenberg u. H. Eyer, Diese Z. 213, 
233 (1932); O. Wintersteiner, J. of biol. Chem. 102, 473 (1933). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIII. 11 
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daB das Bruchstiick HSR des Insulins, wenn es tiberhaupt vor- 
handen ist, nicht mit Cystein tibereinstimmt. Ferner ist festgestellt, 
daB statt Cystein auch SH-Glutathion verwendet werden kann, 

Man kann einwenden, daB der Vorgang doch auf der Wieder- 

vereinigung der Reste InsSH und HSR beruht, und daB der 
Zusatz von Cystein oder SH-Glutathion die Reoxydation in dem 
gewiinschten Sinne fiihrt, weil diese Sulfhydrylverbindungen als 
Oxydationspuffer dienen. Diese Auffassung muB weiter im Auge 
behalten werden; zunachst steht ihr die Beobachtung im Wege, 
daB die Reoxydation in Gegenwart der kérperfremden Thioglycol- 
siure (CH,SH-COOH) nicht oder wahrscheinlich nicht gelungen 
ist; eine Verbindung Ins S—SCH,COOH wire demnach un- 
wirksam. 

Die Hydrierung des Insulins haben wir mit Schwefelwasser- 
stoff, dann mit Thioglycolsaure vorgenommen, deren Uberschuii 
sich leicht ausathern l4Bt. Das hydrierte Insulin gibt die iibliche 
weinrote Farbung mit Nitroprussidnatrium. Mit dem Reagens 
nach R. Fleming’) (Dimethyl-paraphenylendiamin in _ starker 
Schwefelsaiure) wird gleichfalls eine weinrote Farbe erzielt, deren 
Absorptionsmaximum bei 4700 AE liegt. (Glutathion verhilt sich 
ebenso, Cystein bildet Methylenblau(?) neben einer roten, spektral- 
photometrisch erkennbaren Komponente.) Wir haben versucht, in 
dem Hydrierungsgemisch ein kleineres Bruchstiick zu finden. Bei 
der Ultrafiltration (150 Atm.; Apparat ihnlich dem von S. J. Folley?) 
beschriebenen) gingen einige Prozente einer schwefelfreien Substanz 
durch die Membran’*), das SH-Insulin bedeckte diese wie ein Film 
und war danach in n/1000-Salzséure nur noch teilweise léslich. 
Der hypothetische Rest HSR ist also, falls vorhanden, einiger- 
maBen hochmolekular oder er bleibt adsorbiert. 


Regenerierung nach alkalischer Hydrolyse. Insulin ist bekannt- 
lich sehr empfindlich gegen Alkali. Mit n/30-Lauge ist die Wirk- 
samkeit bei 40° in 2—3 Stunden zerstirt. Bei 18° dauert die 
Reaktion entsprechend linger. Der Vorgang ist bisher ungeklirt. 
Nach den neueren Ergebnissen der Chemie organischer Schwefel- 
verbindungen konnte die Frage nach der Hydrolyse einer Disulfid- 
gruppe aufgeworfen werden. Tatsichlich gelingt es, nach unserem 
Verfahren ein teilweise durch Alkali zerstértes Insulin wieder 





1) Biochemic. J. 24, 965 (1930); vgl. J. Toyoda, Bull. Chem. Soc. 
Japan 9, 263 (1934). 

2) Biochemic. J, 27, 1118 (1988). 

*) Membranfilter A. G. Gottingen, Eiweifdichte Filter. 
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um einen gewissen Betrag zu verstirken. Demnach wird von den 
Ins SH-Gruppen, die in dem Hydrolysengemisch entstehen (Ins- 
SSR —»> Ins SH + HOSR, sowie Ins-SOH + HSR) ein Teil in 
Gegenwart von Cystein oder SH-Glutathion durch Wasserstoff- 
superoxyd in wirksames Disulfid zuriickverwandelt. Die Schidigung 
des Insulins durch Alkali beruht also auf einer Disulfidhydrolyse. 

Zur Bestitigung mag die alte Beobachtung dienen, daB bei 
der Inaktivierung durch Alkali nach dem Ansiuern stets etwas 
Schwefelwasserstoff auftritt, der dem Zerfall von HOS-Verbindung 
entstammt. Wird dieser Schwefelwasserstoff unter Ausschlu8 von 
Sauerstoff vertrieben, so bleibt eine Lésung von SH-Substanz 
zuriick, die mit Flemings Reagens eine weinrote Firbung wie 
SH-Glutathion gibt. 

Die starken Anderungen der optischen Drehung, die bei der 
Inaktivierung des Insulins mit hydrierenden Mitteln oder Alkali 
beobachtet wurden, sind, zum Teil wenigstens, auf die Umwand- 
lung der hochdrehenden Disulfidgruppen zuriickzufiihren. 

Regenerierung des bestrahlten Insulins. Jetzt konnte auch der 
Schadigung des Insulins durch Licht nachgegangen werden, Cystin 
zerfallt nach P. Szendré, U. Lampert u. F. Wrede?) bei der 
Bestrahlung mit Quecksilberlicht in verschiedene Produkte, unter 
denen sich Schwefelwasserstoff und Cystein befinden. Bestrahltes 
Serumalbumin enthalt Sulthydryl’). Wir konnten tatsichlich ein 
durch Bestrahlung geschadigtes Insulin durch Wasserstoffsuper- 
oxyd in Gegenwart von Cystein wieder verstirken. 

Abspaltung von Ammoniak und Schwefelwasserstoff. Wir haben 
friher gefunden, daB parallel mit der Inaktivierung des Insulins 
durch Alkali Gruppen auftreten, die mit Nesslers Reagens eine 
Gelb- bis Braunfarbung geben. Der Versuch ist auch jetzt wieder 
bestatigt worden. Aber die Deutung mu8 gedndert werden. Wir 
haben die Erscheinung friher auf Ammoniak allein zuriickgefiihrt 
und glaubten uns hierzu berechtigt, da tatsichlich aus der alka- 
lischen Mischung Ammoniak abdestilliert werden kann. Aber das 
destillierbare Ammoniak folgt, wie inzwischen auch E. Bruch’) 
festgestellt hat, nicht der Inaktivierungskurve, sondern es wird 
bei der Inaktivierung durch Alkali gleichzeitig mit dem Ammo- 
niak auch Schwefelwasserstoff abgespalten, und zwar mehr, als 
wir bisher angenommen haben. Die geschilderte Farbung mit 


1) Diese Z. 222, 16 (1933). 
*) R. Wels u. R. Hesse, Naturw. 22, 648 (1934). 
5) Arch. f. exper. Path. 173, 439 (1933). 
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Nesslers Reagens riihrt in dem Teil der Kurve, der sich mit 
der Inaktivierungsreaktion deckt, zur Hauptsache von Schwefel- 
wasserstofi her, der in der Reaktionsliésung oder nach Abdestillieren 
in der Vorlage mit Hilfe der Methylenblaubildung nachgewiesen 
werden kann. Uber diese Versuche, die Herr A. Miinch ans- 
gefiihrt hat, wird spater berichtet. Soweit sich diese Messungen 
bis jetzt tiberblicken lassen, weisen sie im Kinklang mit unseren 
friiheren Beobachtungen (vor allem mit Benzopersiure) auf ein 
physiologisches Wirkungsaquivalent des Insulins von 10—20000 hin, 
Einzelnes. Durch die Erkenntnis, da8 im Insulin sehr reak- 
tionsfahiger Schwefel enthalten ist, wird die Bestimmung des freien 
Aminostickstoffs (gef. 1,1°/,) nach van Slyke fragwiirdig)). Denn 
es ist bekannt, daB organischer Schwefel (Cystin, Thioglycolsiure) 
salpetrige Saiure zu Stickstoff reduzieren kann, wodurch ein zu 
hoher Betrag von Aminostickstoff vorgetiuscht wird’). 
Jodessigsiure zerstért die Wirkung des Insulins bei p,, 7,4 
so langsam, daB hierin keine Wechselwirkung mit einer (auch 
sonst nicht nachweisbaren) SH-Gruppe erblickt werden kann. 
Sehr stark und rasch wird die Wirksamkeit des Insulins 
von Hydropersulfid*) angegriffen. Es ist ungewiB, ob es sich dabei 
um eine Hydrierung oder Oxydation handelt. Das dabei ent- 
stehende Umwandlungsprodukt des Isulins ist sehr toxisch und 
erzeugte bei den Tieren an der Injektionsstelle Haarausfall und 
langwierige Zerstérung der Haut. 
Durch Keten wird Insulin geschidigt. 


Physiologisches Wirkungsaquivalent und Molekulargewicht. Im 
vorletzten Abschnitt wurde das physiologische Wirkungsaquivalent 





1) Bei dieser Gelegenheit sei auf eine irrtiimliche Auslegung unserer 
Versuche mit Formaldehyd durch H. Jensen u. E. A. Evans hingewiesen. 
Sie schreiben [Physiologic. Rev. 14, 198 (1934)], daB nach unserer Annahme 
die freien Aminogruppen des Insulins durch Formaldehyd nur schwach an- 
gegriffen werden. Wir sind itiberzeugt, da8 sie mit Formaldehyd oder Essig- 
siureanhydrid umgesetzt werden, glauben aber, daB diese Anderung allein 
keinen Einflu8 auf die Wirksamkeit des Insulins hat, sondern daB andere 
Gruppen mabgebender sind. In der von Jensen u. Evans gegebenen Uber- 
sicht wird ferner iibersehen (vgl. S. 197), daB die Acetylierung des Insulins 
und, was wichtiger ist, die Regenerierung des Acetylinsulins schon friiher 
beschrieben wurde, als dort angegeben ist. [Naturw. 15, 832 (1927); Diese 
Z. 175, 1 (1928)]. 

*) S.A. Lough u. H. B. Lewis, J. of biol. Chem. 104, 601 (1934); vgl. 
H. Jensen u. E. A. Evans, J. of biol. Chem. 108, 1 (1935). 

5) Dargestellt nach J. Bloch u. Fr. Héhn, Ber. chem. Ges. 41, 
1961 (1908). 
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erwahnt. Wir verstehen darunter die Menge physiologisch wirk- 
samer Substanz, die bei der Einwirkung oder Entstehung eines 
Grammaquivalentes einer anderen definierten Substanz (hier z. B. 
Benzopersdure, H,S) unwirksam wird oder aus dem unwirksamen 
Zustande wieder hergestellt wird. 

Das Molekulargewicht ist hiermit identisch oder es ist ein 
ganzzahliges Vielfaches. Fiir das Molekulargewicht des Insulins 
liegt ein Hinweis vor. The Svedberg findet in der Nihe des 
isoelektrischen Punktes des Insulins eine TeilchengréBe (nicht 
Molekulargewicht im chemischen Sinne) von 35—36000. Er gibt 
an, daB auBerhalb dieses Gebietes das Insulin kleinere Teilchen 
bildet. Das Teilchen von der GréBe 35—36000 besteht also aus 
mindestens 2 Stiicken von etwa 18000. Dies ist die obere Grenze 
fir das Molekulargewicht. Da das Wirkungsiquivalent von der- 
selben GréBenordnung ist, fallt es méglicherweise mit dem Mole- 
kulargewicht zusammen. Das bedeutet, daB ein Molekiil von 18000 
nur eine Blutzucker-wirksame, fiir das Insulin typische Gruppe 
enthalt. Diese Annahme bedarf jedoch weiterer Belege; zunachst 
kann mit einiger Sicherheit ausgesagt werden, da physiologisches 
Wirkungsaquivalent und Molekulargewicht — ob identisch oder 
nicht — 9 bis 18000 betragen. 


Versuche. 


Messung. Um die Fehlergrenze bei der Messung herabzudriicken, 
haben wir aus den friiheren Kurven'), welche die Abhingigkeit von ,,pro- 
zentualer Senkung“ und Dosis angeben, nur den fast linear verlaufenden 
Teil verwendet, der iiber 70°/, Senkung liegt. Werte, die darunter fielen, 
wurden ausgelassen. 

Von jedem Tier werden zur Bestimmung des Anfangsblutzuckers und 
des Zuckers 2 Stunden nach der Injektion je 3 Blutproben entnommen (je 
0,1 eem)*). Demnach fiihren 6 Titrationen zu einem Wert bei einem Tier. 
Bei jedem Versuch wurde die Wirksamkeit des geschiidigten Insulins neben 
der Wirksamkeit des regenerierten bestimmt, und zwar wurden z. B. am 
1. Tag 12 Tiere zur Bestimmung der Schidigung und am selben Tag 
12 weitere Tiere zur Bestimmung der Regeneration verwendet. Am 2. Tag 
wurden dieselben Priparate 2 mal 12 anderen Tieren injiziert. Wo nichts 
anderes angegeben ist, stiitzt sich jede Zah] der Tabellen daher auf 24 Tiere 
und 144 Titrationen. Dazu kommt die Bestimmung des intakten Ausgangs- 
materials an 12—24 Tieren. 

Schadigung. Hochwertige Priparate verschiedener Herkunft, im End- 
versuch krystallines Insulin, wurden derart geschidigt, da’ noch 20—50°/, 





1) Diese Z. 175, 5 (1928); 180, 215 (1929). 
*) Die Tiere werden 1 mal wichentlich beansprucht. Sie erreichen dabei 


das sehr giinstige Alter yon 6—7 Jahren. 








166 Karl Freudenberg und Theodor Wegmann, 


der urspriinglichen Wirksamkeit iibrig blieben. Es hat sich gezeigt, daB zu 
stark geschiidigte oder gar unwirksam gemachte Priparate nicht regeneriert 
werden kénnen. Alle Hantierungen mit SH-Insulin wurden unter sauer- 
stofffreiem Stickstoff vorgenommen. 


a) Schédigung durch Schwefelwasserstoff. Da Insulin durch 
Schwefelwasserstoff im alkalischen und selbst im neutralen Medium rasch 
geschidigt wird und Nebenreaktionen zu befiirchten sind, wihlte man eine 
Insulinlésung von py 2—3. Wenn bei 20° Schwefelwasserstoff durchgeleitet 
und nach 2—3 Tagen durch Kohlendioxyd, dann durch Stickstoff verdriingt 
wird, so treten die Schidigungen auf, die in der Tab. 1 vermerkt sind. 

Das Priiparat wurde neben dem Ausgangsmaterial ausgewertet und 
anfangs am niichsten Tage, spiiter am gleichen Tage regeneriert und als 
Regenerat gemessen. 

b) Schidigung durch Cystein und SH-Glutathion. Insulin und 
Cystein (oder SH-Glutathion) wurden bei pg 2—3 unter Stickstoff gelist. 
Je nach der Menge des Cysteins war die gewiinschte Schidigung bei 20° 
nach 20—50 Stunden erreicht. Unterbrochen wurde mit Jod, oder es wurde 
sogleich mehr Cystein zugegeben und regeneriert mit Luft oder Wasser- 
stoffsuperoxyd (Tab. 2 und 8). 

ec) Schidigung durch Thioglycolsiure. 1 Teil Insulin und 
10—15 Teile Thioglykolsiure wurden bei 18° und py 2--3 zur Einwirkung 
gebracht (20—40 Stunden). Zur Unterbrechung wurde mit peroxydfreiem 
Ather unter Stickstoff im Apparat extrahiert. Nach 6—10 Stunden war der ab- 
flieBende Ather frei von SH-Gruppen (Priifung mit Nitroprussidnatrium) (Tab. 4). 

d) Schidigung durch Alkali. Bei 18° wird durch n/80-Lauge in 
einigen Stunden die gewiinschte Schidigung erreicht. Auch hier wurde 
unter Stickstoff gehalten. Unterbrochen wurde durch Ansiuern (Tab. 5). 

e) Schidigung durch Licht. Eine verdiinnte saure Insulinlésung 
wurde unter Kiihlung in 1 mm dicker Schicht dem unfiltrierten Licht einer 
Quecksilberlampe im Abstand von ungefiihr 7cm ausgesetzt. Die unter 
Stickstoff gehaltene Lésung wurde sofort ausgewertet und regeneriert (Tab. 6). 


Regenerierung. Die Lisung des geschiidigten Insulins wird unter 
Stickstoff mit der 10—20fachen Menge metallfreiem Cysteinhydrochlorid 
oder SH-Glutathion versetzt, das sich sogleich lést. Unter Riihren wird 
bei 15—20° im Laufe 1 Stunde die berechnete Menge 0,5—1°/,ige Wasser- 
stoffsuperoxydlésung eingelassen. Die Reaktion mit Nitroprussidnatrium 
soll gerade noch wahrnehmbar oder eben verschwunden sein; Uberoxydation 
ist zu vermeiden. Metalle stéren sehr. 


Versuchsergebnisse. 


In den folgenden Tabellen sind simtliche Regenerierungsversuche, die 
im Laufe dieser Arbeiten unternommen wurden, also auch die miBgliickten, 
aufgenommen. In der zunehmenden Sicherheit des Gelingens kommt die 
fortschreitende Erfahrung in der Versuchstechnik zum Ausdruck. 

Die Zahlen in Spalte 2 der Tab. 1 sind ermittelt an je 24 Tieren, die der 
Spalte 4 und 6 an je 12 Tieren. Die 4. Spalte zeigt, daB die Schidigung des 
Insulins mit Schwefelwasserstoff sehr unregelmifig verliuft. Wir vermuten, 
daB ausgeschiedener Schwefel katalytisch stérend wirkt. Der Versuch 1 zeigt, 
daB Sauerstoff unter diesen Bedingungen kein geeignetes Oxydationsmittel 
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ist. Versuch 4 fallt aus, weil die Schidigung zu weit gegangen ist. Den 
positiven Versuchen 3 und 5 steht gegentiber der negative Versuch 2, dessen 
Miblingen mangelnder Versuchstechnik zugeschrieben wird (Regenerierung 
am Tage nach der Messung der Schidigung). Wir haben auch diese ersten 
Versuche angefiihrt, weil wir, um kein falsches Bild zu geben, keinen Ver- 
such vorenthalten wollen. Wegen der ungeregelten Wirkung des Schwefel- 
wasserstoffs sind wir zu besseren Hydrierungsmitteln tibergegangen. 


Tabelle 1. 


Regeneration des mit Schwefelwasserstoff bei py, 2—3 geschidigten Insulins. 




















+o @ § © Ff @ 4 5 6 7 
Ange- Dauer Nach a 
‘ a der H,S-| Schidi- Regeneriert 5 : Bemer- 
Nr. sulin rs ra 
. a “a Wirkung}| gung mit kungen 
Einh./mg | Stunden | Einh./mg Kinh./mg 
1 22 75 8,7 100 mg Cystein | nahezu | 24 Tiere’) 
+O, 0 
2 22 75 10,4 100 mg Cystein | nahezu | 24 __,, 
+ H,O, 0 
3 22 52 7,5 200 mg Cystein 17,9 {24 ,, 
“Lh H,O, 
4 22 53 2,1 | 100mg Cystein] <2 4 
+ H,O, 
5 19 60 6,6 200 mg Cystein 8,1 oe 
+ H,O, 




















Alle Versuche der Tab. 2 sind positiv, einerlei ob mit Sauerstoff oder Wasser- 
stoffperoxyd oxydiert wurde. Die Versuche, bei denen wenig Cystein bei 
der Reoxydation vorhanden war (5, 6, 8), sind zwar positiv, aber nicht stark; 
Versuch 7 ist gleichfalls positiv, sollte aber besser ausgefallen sein. Am 
giinstigsten sind die Versuche ausgefallen (1—4), bei denen von vornherein 
reichlich Cystein zugesetzt und mitsamt diesem Uberschu8 oxydiert worden 
war. Bei Versuch 8 und 9 scheint die Wasserstoffionenkonzentration weniger 
giinstig zu sein. 

Die beste Ausfiihrung ist danach die folgende. Insulin wird mit der 
20 fachen Menge metallfreien Cysteins bei pp 2—3 und 20° unter reinstem 
Stickstoff solange aufbewahrt, bis die Wirksamkeit auf etwa */, der urspriing- 
lichen gesunken ist. Die Proben, die zur Feststellung der Schidigung 
dienen, werden unter Stickstoff entnommen; die erste Probe wird sofort 
injiziert, die zweite (fiir den nichsten Tag dienende) mit n/10-Jodlésung 
vorsichtig abgestoppt, bis weder freies Jod noch Cystein nachweisbar sind’). 
Die nach Entnahme der Proben verbleibende Hauptmenge wird sofort wie 
beschrieben mit Wasserstoffsuperoxyd vorsichtig regeneriert und am gleichen 
sowie am folgenden Tag injiziert. 





1) Dazu je 24 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 
*) Die Behandlung mit Jod wurde bei den Versuchen 5, 6 und 8 
(Tab. 2) vorgenommen und unterbleibt besser. 
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8 geschidigten Insulins. 





























Regenerat 
Einh./mg 


| 
| 


15,4 
16,0 


18,2 
10,4 


13,2 
13,7 


10,5 


13,0 





Bemerkungen 


Zur Regeneration 

diente das_ iiber- 
schiissige von der 
Schidigung in der 
Lésung verbliebene 


Cystein. 36 Tiere’) 
desgl. 36 ,, 
desgl. 24 ,, 
desgl. 24 ,, 
desgl. 24 ,, 
desgl. 24 ,, 


Nach Schidigung 
neues Cystein zu- 
gesetzt, mit H,O, 


oxydiert. 24 Tiere 
wie 1—6 24 ,, 
wie 7 24 ~,, 
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generat 
Einh./mg 


] 
| 


- 
@ 


_ 
oO 
or 


mo) 
x 


15,2 


Bemerkungen 





24 Tiere’) 


24 =«s, 


Verungliickt, weil 
zuviel H,O, zu- 
gegeben 

24 Tiere 


Tabelle 2. 
Regeneration des mit Cystein bei py, 2 
moO 
a0 
5 Ew Soa 2 x 5 § be} Regene- 
BE mS TSS wo) > B= riert mit 
Nr.J psc] Se8/8s glasa 
os Ss|/se8iea7] 39 I (vel. letzte 
PEAS S220 [ASR snalt 
_ia5 Fa |= wit, "Pesssaacdl 
1 19 24 300 9,5 O, 
2} 19 5 | 300 71 0, 
3 22 4 200 11,7 | O, dann 
11,0, 
4 | 22 4 | 200 7,0 | H,0, 
5 | 22 45 25 93 | H,O, 
6 | 22 19 30 | 10,8 | H,O, 
7 22 19 30 10,8 100 mg 
Cystein 
+ H,O, 
g | 22 17 20 94 | H,O, 
(Py 7) 
9 | 22 17 20 9,4 | 150mg 
(py 7) Cystein 
+ H,0, 
Tabelle 3. 
Regeneration des mit SH-Glutathion bei p;, 2—3 geschidigten Insulins. 
$8 iow Jae bo ee 
= £ aol & 
3° Ey Ses 3 8 8 5 = 
1 1S rl, MSOloet wl w+] Regene- 
Nr.JesclsSsalmaslsca] . 
93.8 Ss 518s 3.8 riert mit 
nD io 2) = . 
ge [ea [Re [Fam 
1 20 67 30 8,9 200 mg 
Gl.+ H,O, 
2] 20 89 30 | 11,0 | 200mg 
Cystein 
+ H,O, 
3 | 20 72 30 | 9,7 | 200mg 
Gl.+ H,O, 
4 | 20 96 30 9.7 | 200 mg 
Gl. + H,0O, 























1) Dazu 24—36 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 
*) Dazu je 12—24 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 
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Abgesehen von Versuch 3, der ausscheidet, ist hier die Schidigung 
sowohl wie die Regenerierung regelmaBiger als bei den vorigen Versuchen. 


suchstechnik beigetragen haben. 


Tabelle 4. 


Regeneration des mit Thioglycolsiure bei py 2—3 und 18° 
geschidigten Insulins. 


Allerdings kann dazu die inzwischen erlangte gréBere Ubung in der Ver- 
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$2. t of 
og 
BS e| 728 
STIECE 
A SS cm 3g ~ 
= = ie B28 
aq | FP 
19 20 
19 A4 
19 17,5 
19 24,5 
20 18,5 
20 49 





1 Menge der | 





: a0 
o> @l eR & & 
BEI? oe 
ee |ee- 
— ZB Big a 
c Q Zim 
100 | 3,7 
130 | 4,7 
40 | 95 
40 | 11,5 
30 | 53 
30 | 4,5 








Regeneriert 


mit 


300 mg Cystein 
+ H,O, 

300 mg Cystein 
+ H,0, 

200 mg Cystein 
+ H,O, 


200 mg Thio- 
glykolsiure 
+ H,O, 


desgl. 
desgl. 








~ a 
rl 
a o § 
a 
e2| 84 
i Sg 
13,0 | 24 Tiere’) 
13,4 | 24 ,, 
15,6 | 24 ,, 
141 | 24 ,, 
<8,5 | 24 ,, 
42 | 24 ,, 


Die Regenierung mit Cystein (Versuch 1—3) ist positiv, die mit Thio- 
glycolsiiure in Versuch 5 und 6 negativ, der positive Versuch 4 steht allein. 


Tabelle 5. 


Regeneration des mit Alkali geschidigten Insulins. 
Schidigung: 2—3 Stunden, 18°, n/30-Alkali. 








Nr. 

















1) Dazu je 12—24 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 
%) Dazu je 12—24 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 











oe a0 - 
= o wo Ss =| &0 = a0 
a= & sc a Regeneriert o & 
SSE-8 he 5 Bemerkungen 
eealee5; ™ | ge 
Mm ok 
jae |" os 
18 5,4 | 200mg Cystein; 9,9 48 Tiere ’) 
H,0, 
19 6,2 | 300mg Cystein; 7,7 48 ,, 
H,0, 
19 4,7 Wie 1 . 48 ,, 
20 5,0 300 mg Gluta- 7,6 oy 
thion; H,O, 
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Tabelle 5 (Fortsetzung). 
R Z 
= Ea] s = bo so 
alk; se &]  Regeneriert o & 
Nr./ = sc |/oud ; 8 os Bemerkungen 
ord.e | 28 mit ef A 
5 20 6,8 200 mg Gluta- | <1 24 Tiere 
thion; H,0O, 
20 4,5 desgl. 5,1 24 =, 
7 21 6,1 Wie 1 8,8 24 Tiere; ausgefiihrt von 
A. Minch 
8 21 5,1 desgl. 5,9 48 Tiere; ausgefiihrt von 
A. Miinch; eisenhaltiges 
Cystein 
9 21 7,6 desgl. 8,3 48 Tiere; ausgefiihrt von 
A. Minch; Fe-haltig 
10 21 9,2. | 200 mg Cystein | 12,2 24 Tiere; ausgefiihrt von 
», Warburg“; H. Eichel 
“2 
11 25 14,4 Wie 1 22,0 48 Tiere 
kryst. 

















Im Durchschnitt ist das angewandte Insulin auf 34°/, seiner Wirksam- 


keit herabgemindert und wieder auf 45,6°/, gesteigert worden. Von den 
11 Versuchen ist einer (5) negativ ausgefallen, 3 andere (6, 8, 9) sind zwar 
positiv, liegen jedoch dicht an der Fehlergrenze. Bei 2 von diesen (8 und 9) 


war das Cystein nicht einwandfrei, wie sich hinterher herausstellte. 


Dab 


die Versuche 5 und 6 nicht giinstig ausgefallen sind, deutet vielleicht darauf 
hin, da8 Glutathion fiir die Regenerierung weniger geeignet als Cystein zu 
sein scheint. Die molekulare Konzentration des verwendeten Glutathions ist 


erheblich geringer gewesen als die des Cysteins. 


Tabelle 6. 


Regeneration des durch Licht geschiidigten Insulins. 











Angewandt. Nach ae a 
Nr. Insulin Schidigung Regeneriert 
10 mg - : mit 
Einh./mg Kinh./mg 

1 25 kryst. 12,2 170 mg Cystein; 
H,0, 

2 25 12,9 desgl. 

3 25 5 11,0 desgl. 

4 25 8,5 250 mg Cystein; 














Regenerat Be- 

Kinh./mg | merkungen 
16,2 48 Tiere’) 
15,5 48, 
13,6 48, 
10,5 48 ,, 








Im Durchschnitt der 4 Versuche war das Insulin auf 44,5°/, der 
urspriinglichen Wirksamkeit gesenkt und wieder auf 56°/, gesteigert worden. 


1) Dazu je 12 Tiere fiir jede Zahl der Spalte 2. 
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Blindversuche. Da8 Insulin, das durch Hydrierung unwirksam ge- 
macht war, durch einfache Dehydrierung nicht regeneriert wird, ist von 
verschiedenen Seiten festgestellt worden. Trotzdem haben wir eine Reihe 
yon Blindversuchen ausgefiihrt, um uns vor Tiuschungen zu bewahren. 

Intaktes Insulin wird durch Wasserstoffsuperoxyd allein unter den 
Bedingungen unserer Versuche nicht veriindert. Mit besonderer Sorgfalt 
wurde gepriift, ob intaktes Insulin verschiedener Herkunft, darunter auch 
krystallines, durch Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von Cystein ver- 
indert wird. In mehr als 20 Versuchen groBen MaBstabes (je 24 Tiere) 
wurde festgestellt, daB fast immer eine Schidigung (um etwa 20°/,) eintritt. 
In einzelnen Fiillen wurde keine Verinderung, nur in einem Fall eine 
Steigerung beobachtet. Da im Blindversuch durchschnittlich eine Schidi- 
gung eintritt, kann man das positive Ergebnis unserer oben beschriebenen 
Versuche um einen gewissen Betrag héher bewerten. 

In anderen Fillen wurde Cystein unter den Versuchsbedingungen fiir 
sich allein oxydiert, hinterher mit Insulin vermischt und das Ganze injiziert. 
In 3 groBen Versuchen war die Wirkung des Insulins unverdndert, in einem 
Versuch vermindert und in einem schwach erhéht. Es handelt sich hier 
um die gewohnten Streuungen. 

In einem weiteren ausfiihrlichen Versuch wurde durch Benzopersiure ') 
teilweise geschidigtes Insulin in Gegenwart von viel Cystein mit Wasser- 
stoffsuperoxyd ,,regeneriert“. Es trat eine weitere Schiidigung ein. Oxy- 
dativ geschadigtes Insulin li8t sich also nicht wieder verstirken. 


1) K. Freudenberg u. H. Eyer, Diese Z. 215, 229 (1932). 
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Notiz tiber Oxytocin. 
Von 


Karl Freudenberg, Emil Weiss und Hans Biller. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1935.) 








Im AnschluB an die voranstehende Abhandlung seien einige 
Versuche mit Oxytocin (Pitocin) mitgeteilt, dem Hormon des 
Hypophysenhinterlappens, das den Uterus kontrahiert. Unsere 
Erwartung, daB es dem Insulin nahesteht, hat sich bestiitigen 
lassen; nicht nur der peptidartige Grund- oder Begleitkérper, sondern 
auch ein Redoxsystem'), in dem wabhrscheinlich Schwefel eine 
Rolle spielt, weisen auf eine Beziehung zum Insulin hin. Soviel 
steht fest, da& beide Hormone nach derselben Methodik und unter 
ahnlichen Gesichtspunkten behandelt werden miissen. 

Unser Priiparat enthielt 240 Internat.-Einheiten, die ohne 
wesentliche Anderung der Eigenschaften auf 300 gesteigert werden 
konnten. Bei der Hydrolyse durch Siure wurde Tyrosin, Cystin 
und in geringen Mengen Histidin festgestellt. Ob diese Amino- 
siuren dem Hormon selbst, einem Trager oder Begleitkérper an- 
gehéren, labt sich noch nicht entscheiden. Ihre Anwesenheit lift 
aber vermuten, da8 auch das Hormon Peptidnatur hat. 

Allerdings ist das Verhalten gegeniiber proteolytischen Fer- 
menten merkwiirdig, wie schon J. M. Gulland und T. E. Macrae 
festgestellt haben. Die Zunahme an Aminostickstoff ist wihrend 
der Zerstérung durch Papain®) sehr gering (0,5°/,) und geht nach 
Erléschen der Wirksamkeit weiter; bei p, 5 war die Wirksamkeit 
des Papains auf unser Priparat stiirker als bei p,, 7°). An dem 
mit Papain-blausiure inaktivierten Oxytocin lassen sich mit Nitro- 
prussidnatrium keine Sulfhydryl-gruppen nachweisen. Ubrigens 





1) Vgl. K. Freudenberg, Forschgn. u. Fortschr. 11, 55, Febr. 1935. 

*) Naturw. 20, 658 (1932). 

5) Vgl. dagegen J. M. Gulland u. T. E. Macrae, Biochemie. J. 27, 
1237, 1383 (1933); Nature (Lond.) 131, 470 (1933). Es ist méglich, daB die 
Beschaffenheit der Priparate von Einflu8 auf das p,,-Optimum ist. 
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wirkt Papain auch ohne Aktivierung durch Blausiure. Selbst 
Trypsin benétigt nicht die Anwesenheit von Kinase, um die Wirkung 
des Hormons aufzuheben. ‘Tyrosinase aus Kartoffeln zerstért 
cleichfalls. Der Aminostickstoff (van Slyke) unseres Praparates 
betrigt 10°/, des Gesamtstickstofis von 14°/,. Der Schwefelgehalt 
(3,2°/,) ist abnlich wie bei Insulin. Von Benzopersiure, Wasserstofi- 
superoxyd, Alkali, ultraviolettem Licht wird das Oxytocin ge- 
schidigt, aber weniger schnell als Insulin. Cystein greift selbst 
im alkalischen Gebiet (p,, 8,6) nur langsam an, wihrend es Insulin 
unter solchen Bedingungen rasch schidigt. Natriumamalgam 
schidigt in Bicarbonatlésung kaum, obwohl dabei SH-Gruppen 
auftreten. Jod schadigt in saurer Liésung wenig, dagegen rasch 
im neutralen oder alkalischen Gebiet. Rasche Schidigung tritt 
ein durch neutrales oder schwach alkalisches Sulfit sowie durch 
Wasserstoff in Gegenwart von Palladium. Ein solchermaBen auf 
‘oo Seiner Wirksamkeit geschidigtes Oxytocinpriiparat gewann 
mit Wasserstoffsuperoxyd 12°/, der urspriinglichen Wirksamkeit 
zuriick. Oxytocin, das bekanntlich verhaltnismiBig leicht dialysiert, 
unterscheidet sich vom Insulin durch sein geringeres Molekular- 
gewicht. Von Keten wird es rascher als Insulin geschiidigt. 


Der I.G. Farbenindustrie, Werk Hochst, danken wir fir 
die Uberlassung von Material. 


Zusatz bei der Korrektur: Nach Abschiu8 der Korrektur erhielten 
wir Kenntnis der Arbeiten yon J. M. Gulland u. 8.8. Randall, Biochem. 
Journ. 29, 378, 391 (1935). 
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XV. Mikrobestimmung von Arginase. 
Von 
K, Linderstrgm-Lang, L. Weil*) und Heinz Holter. 


(Mit 3 Figuren im Text.) 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Marz 1935.) 





Im AnschluB an friher ausgearbeitete Mikromethoden zur 
Bestimmung kleiner enzymatischer Spaltungen werden in der 
vorliegenden Abhandlung zwei Methoden zur Bestimmung von 
Arginase beschrieben. Das Prinzip der einen, die eine Modifikation 
der viel beniitzten Ureasemethode®“?) darstellt, wurde schon 
friiher®) angegeben und ist hier nur — mit einigen kleinen Ande- 
rungen — praktisch erprobt und kontrolliert worden. Die andere 
dagegen beruht auf einem Prinzip, das zwar nicht neu ist, aber 
im allgemeinen wenig beachtet zu werden scheint. 

Bei der Argininspaltung wird die sehr starke Base Arginin 
in das mittelstark basische Ornithin und den ungemein schwach 
basischen Harnstoff zerlegt. Wenn ein p,-Wert existiert, bei 
welchem die basische Gruppe des Arginins vollstindig ionisiert 
ist: ~OOCCHCH,CH,CH,NH-C-NH,, wihrend die des Ornithins 

NH, NH, * 
(und damit natiirlich auch die des Harnstoffes) nicht ionisiert ist: 
—OOCCHCH,CH,CH,NH,, so sollte die Argininspaltung bei 
NH, 
Titration zu diesem p,, als Zuwachs im Basenverbrauch bestimm- 
bar sein, Jedes gespaltene Argininmolekiil entspriache hierbei 
einem Mehrverbrauch von einem Aquivalent Base. In wiBrigen 
Lésungen 148t sich ein p,-Wert, der die obige Bedingung mit 
ausreichender Genauigkeit erfillt, zwar nicht auffinden, doch kann 
man durch Zusatz von Formol eine ganz gute Titration [gegen 
Phenolphthalein?!°)] erzielen. Noch besser wirkt jedoch ein 





*) From the Cancer Research Institute, Philadelphia. 
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Zusatz von Alkohol—Aceton in hoher Konzentration*®*). In die- 
sem Medium ist der Umschlag (Thymolblau als Indicator) be- 
deutend schiarfer als in waBrigem Formol, die Titrationsausbeute 
ist gréBer, die Rihrung einfacher, und haben wir daher die Me- 
thode auf dieser Grundlage ausgearbeitet. 

Die Methode bietet gegeniiber der Ureasemethode gewisse 
Vorteile. Vor allem ist sie schnell und leicht ausfiihrbar. Sie 
hat indessen auch Nachteile, die nicht iibersehen werden diirfen. 
Erstens gestattet sie nicht die Bestimmung von Arginase neben 
criBeren Mengen von Urease, da die weitere Spaltung des 
Harnstoffes zu Ammoniak und Kohlendioxyd den Titrationswert 
iiber den theoretischen (1 Aquivalent pro Mol Arginin) erhéhen 
wiirde. Obwohl die Aktivitat der Urease beim p,-Optimum der 
Arginase (9,5) gering ist, wiirden gréBere Mengen von Urease doch 
stérend wirken. — Zweitens ist die Titration des freigesetzten 
Ornithins nicht ganz vollstindig (etwa 95°/, der theoretischen). 
Dies ist in den meisten Fallen bedeutungslos fiir die Anwendbar- 
keit der Methode. Wenn ndétig, kann eine Korrektur eingefiihrt 
werden. 

Die Methode ist als Mikromethode sehr empfindlich gegen 
die Kohlensiure der Luft und erfordert einige Sorgfalt. Auch 
braucht man zur Erzielung zufriedenstellender Ergebnisse einige 
— iuBerst einfache — Spezialapparate. 

Die Verfasser danken Herrn Prof. Dr. S. P. L. Serensen 
herzlich fiir das Interesse, mit dem er dieser Arbeit gefolgt ist. 


A. Die Ureasemethode. 

1. Methodik. Wie bei vielen friiheren Gelegenheiten be- 
schrieben, werden 7 cmm Enzymlésung abpipettiert und mit 7 cmm 
Substratlésung versetzt. Die Form des ReaktionsgefaiBes ist auf 
Fig. 1 unten (A) angegeben. Das GefaiB ist am Rande mit einem 
plangeschliffenen Kragen versehen, der sein Gegenstiick im Kragen 
des kleinen GefaBes (B) hat, das bei der spiter zu beschreibenden 
Ammoniakdestillation als Vorlage auf das Gefi8 A gesetzt wird. Die 
MaBe des ReaktionsgefiiBes sind die friiher angegebenen: Linge 
2,5cm, innerer Durchmesser 4mm, duferer Durchmesser 6 mm. 
Wahrend der Reaktion wird es mit einem kleinen Gummistopfen 
verschlossen. 

Die Substratlisung hat folgende Zusammensetzung: 

0,2104 ¢ Argininchlorid + 1,335 com 0,5 n-NaOH verdiinnt auf 
10 ccm. Die Lésung ist 0,1 m an Arginin. p, = 9,5. 
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Nach beendigter Reaktion wird das GefiB etwa 15 Minuten 
lang in kochendes Wasser getaucht gehalten; sodann werden 
20 cmm gepufferter Ureaselésung zugesetzt: 

7 g Squibbs Urease 
35 cem 0,5 m-Phosphatpuffer vom p;, 6,8 
Die Umriihrung geschieht wie gewéhnlich (7). 

Nach einstiindigem Stehen bei 20° wird der Kragen des 
ReaktionsgefiBes mit einer reichlichen Menge von Ramsay-Fett 
(zih) bestrichen, sodann das Gefaif wagrecht gehalten, und 10 cmm 
40°/,iger Natronlauge werden ohne Beriihrung des Kragens (9) 
an der Wand des GefiBes angebracht. Hierauf wird das Vorlags- 
gefaBchen B aufgesetzt (vgl. unten), der Natrontropfen mit dem 


pro 100 ccm 


Inhalt des ReaktionsgefiBes gemischt (Totalvolumen 7 + 7 + 20! 


+ 10 = 44 cmm), und das Ganze in einen Thermostaten von 40° 
eingetaucht, und zwar bis zum Punkt C des GefaiBes A (Fig. 1). 


B 


Tr 


A 


Fig. 1. 


Bei der aus der Zeichnung ersichtlichen Breite des Kragens — 
etwa 3—4 mm — geniigt die Kohision des Ramsay-Fettes um 
die Gefi&e zusammenzuhalten. In das innen paraffinierte Vorlags- 
gefaB B [vgl. *)] sind vorher 30 cmm Wasser + 7 cmm einer 
0,3 n-Salzsiure, die in 50 ccm 10 ccm 0,04°/,iger Bromkresol- 
purpurlésung enthalt [vgl. °)] einpipettiert worden. 

Nach 24stiindiger Destillation wird das Ammoniak durch 
Titration der Vorlagsfliissigkeit mit n/10-Natriumboratlésung be- 
stimmt [vgl. *), wo die Herstellung der Kontrollisung, die Titra- 
tionsanordnung und dgl. naiher beschrieben sind]. 

Die Abanderungen der in °) angegebenen Methodik wurden 
aus praktischen Griinden eingefiihrt, da das Volumen der Reak- 
tionsmischung (34 cmm) so gro8 wurde [vgl. °)], daB starke 
Natronlauge zur Destillation angewendet werden muBte und das 
Anbringen des Vorlagspfropfens erschwert wurde. Kin Hinauf- 
kriechen der Natronlauge in den Vorlagspfropfen ist bei der neuen 
GefaBform recht unwahrscheinlich. Leider verursachen die Ver- 
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lingerung des Destillationsweges und méglicherweise auch die 
verschiedenen ,,Schlupfwinkel“* in dem zusammengesetzten Appa- 
rat eine betrichtliche Verlingerung der Destillationszeit, die da- 
her auf 24 Stunden erhéht werden muBte. Die Anordnung bietet 
aber den groBen Vorteil, daB sie die Paraffinschicht im eigent- 
lichen ReaktionsgefiB vermeidet, welche immer die Gefahr mit 
sich bringt, daB kleine Mengen des Reaktionsgemisches durch 
feine Risse im Paraffin zwischen dieses und die Glaswand geraten 
und dadurch der Ammoniakbestimmung entzogen werden kénnen. 

2. Kontrollversuch. 7,00 cmm einer Harnstofflésung von 
der Molaritaét a wurden mit 7 cmm Wasser gemischt; diese Mischung 
wurde sodann mit Urease usw. behandelt, wie oben beschrieben. 
Jie Kontrollen wurden ganz ebenso angesetzt, nur ohne Harnstoff 
(d. h. also mit 14 cmm Wasser). Nach beendeter Destillation 
wurden in den Vorlagen die in Tab. 1 angegebenen Ammoniak- 
mengen gefunden. 









































Tabelle 1. 
entstand. Ammoniak 
cmm n/10 
Kontrollen , Bestimmungen | ,,. — 
a Mittel Mittel | i 
emm n/10-Borat emm n/10-Borat | berechnet fiir 
gef. | Totalspaltung 
des Harnstoffes 
00333] 19,00 19,04 |19,02 | 14,80 14,30 | 14,30 | 4,72 4,66 
19,02 
00400] 19,04 19,04 |19,05 | 13,50 13,54 | 13,51 | 5,54 5,60 
19,06 13,48 
0,0500] 19,04 19,06 |19,04 12,08 12,04 | 12,08 | 6,96 7,00 
19,04 19,02 12,12 12,08 | 
0,0667| 19,04 19,06 |19,04] 9,76 9,80 | 9,76 | 9,28 9,38 
19,04 19,02 9,72 | 
0,1000] 19,42 19,40 ]19,40] 5,48 5,44 | 5,48 113,92! 14,00 
19,38 19,38 5,00 5,48 | 


B. Titration in Alkohol—Aceton. 


1. Methodik. Die Reaktion geht hier in einem der iiblichen 
einfachen GefaBe vor sich” 8) das eventuell mit einem kleinen 
erweiterten Rand (vgl. Fig.3) versehen sein kann, der jedoch nicht 
unbedingt notwendig ist. Wahrend der Reaktion werden 
kleine geschlossene Natronkalkrohre (Fig. 2) aufgesetzt. 
Unter normalen Umstiinden sollte die im Luftraum des Reaktions- 
gefiaiBes (250 cmm) enthaltene Kohlendioxydmenge bei vollstindiger 
Absorption durch das Reaktionsgemisch etwa 0,1 cmm n/20-Base 
verbrauchen, und wenn sich die Kohlensiureaufnahme durch die 
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Fliissigkeit auf diese Menge beschriinkte, wire die erwiihnte 
Vorsichtsmabregel iiberflissig. Erstens aber ist der Kohlendioxyd- 
gehalt der Laboratoriumsluft hiufig héher als die 0,03°/,, mit 
denen oben gerechnet wurde, und zweitens kénnen — und werden 
— hbetrichtliche Mengen von Kohlendioxyd wihrend des Pipettierens 
von der alkalischen Substratlésung (dieselbe wie die bei der Urease- 
methode verwendete) aufgenommen werden. Auferdem hat sich 
herausgestellt, daB selbst in die mit einer Gummikappe ver- 
schlossenen und ganz in den Thermostaten getauchten GefiBe bei 
lang dauernden Reaktionen durch Diffusion nachweisbare Kohlen- 
siuremengen eindringen. 

Das Substrat ist gleich dem bei der Ureasemethode angewen- 
deten. 

Die Reaktion wird zum Stillstand gebracht durch Zusatz 
von 150cmm einer Mischung von gleichen Raumteilen absolutem 





Fig. 2. Fig. 3. 


Alkohol und Aceton, die in 100 ccm 5 cem 0,1°/, alkoholischer 
Thymolblaulésung enthalt. Damit ist die Probe zur Titration 
bereit. 


Wihrend der Titration ist die Fliissigkeit vermittels der auf 


Fig. 3 dargestellten Anordnung gegen den Zutritt von Kohlen- 
dioxyd geschiitzt. P ist eine in reines Paraffinédl getauchte Glas- 
perle, durch deren Bohrung die Biirettenspitze gefiihrt wird. Um 
den VerschluB besonders dicht zu machen, kann die Miindung 
der GefiBe, wie vorher erwihnt, etwas erweitert werden. 

Als Titrationsmittel dient n/20-Tetramethylammoniumhydr- 
oxyd (Tetra) in 90°/,igem Alkohol. Diese Liésung ist alkoholi- 
scher Kalilauge weitaus vorzuziehen, da sie beim Stehenlassen 
keine Carbonatkrystalle abscheidet. Derartige Krystallbildungen 
sind namentlich in der eigentlichen Mikrobiirette [Type A *%)] gefihr- 
lich, da sie die Entstehung von ,,T'aschen“ der Titrationsflissig- 
keit veranlassen, die sich zwischen die Wand der Birette und 
den aufwirtsgepreBten Quecksilberfaden einschieben. 
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Man titriert gegen ein VergleichsgefaB, dessen Inhalt auf 
einen passenden griinlichen Farbton — entsprechend dem p,, von 
etwa 12, bei dem die in der Einleitung erwahnten Bedingungen 
erfiillt sind — folgendermaBen eingestellt wird: 

14 cmm Wasser + 150 cmm  Aceton—Alkoholindicator- 
mischung + 1,00 cmm n/20-Tetra. 

Da der Farbton dieser Kontrollésung nicht besonders be- 
stiindig ist, tut man gut daran, denselben Farbton nachzuahmen 
durch Mischen von Ferrichlorid, Kupfersulfat und eventuell etwas 
Kobaltchlorid in waBrigen Lésungen, oder durch Mischen von 
Methylgriin, wenig Pikrinsiure und ganz wenig Siurefuchsin, 
ebenfalls in wiBrigen Liésungen. Diese Kontrollésungen sind in 
geschlossenen GefiiBen lange Zeit haltbar. 


Tabelle 2. 








Titrationswert Mehrverbrauch an Base 
minus Kontrollwert infolge des Ersatzes 


Zusammensetzung ge ee 
von Arginin durch Ornithin 


der Lésungen emm n/20 Base 
in Vol.-°/, ee eres : 
‘Korrigiert durch! 

ee _ Mittel Gef. | Multiplikation | 


| mit 1,05 





| Ber. 
| 


100 B 4,93 4,88 








83,3 B + 16,7A 6,99 | 6,97 2,09 2.19 | 2,21 
66,7 B + 33,3 A 9,12 


9,14 4,26 | 4,47 | 4,43 


50,0B + 50,0A 11,28 | 11,28 6,40 6,72 | 6,65 


100 A 17,53 | 17,53 | 12,65 13,28 "13,29 
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2. Kontrollversuche. Die Genauigkeit der Methode wird 
durch Tab. 2 illustriert, welche einige Titrationen von Ornithin— 
Argininmischungen wiedergibt. 

Folgende Lésungen von Ornithindichlorid und Argininmono- 
chlorid wurden bereitet: 

Lésung A: 0,0475 molar an Ornithinchlorid, 
0,0805 _,, » NaOH, 
Py = 9,9. 

Lésung B: 0,0495 molar an Argininchlorid, 
0,0334 ,» NaOH, 
Py = 9,5. 

Beide Lésungen wurden einzeln und in Mischungen verschie- 
dener Zusammensetzung titriert, und zwar stets in Proben von 
14cmm. Die Resultate gehen aus T'ab. 2 hervor. 

Wie man sieht, gibt die Methode gut reproduzierbare, wenn 
auch etwas niedrige (5°/,) Resultate. 


C. Vergleich der beiden Methoden. 

Beide Methoden kamen zur Anwendung in einem kleinen 
Versuch itiber die Arginaseaktivitiit eines Glycerinextraktes aus 
Kalbsleber mit und ohne Aktivierung durch Cystin—Ferrosalz. 
Die Einzelheiten des Versuches sind in diesem Zusammenhang 
ohne Bedeutung. Das Ergebnis war: 


Ureasemethode Titrationsmethode (korr.) 
ohne Aktivierung . 2,93 cmm n/10-Base 3,14 cmm n/20-Base 


Hierbei entspricht 1 cmm n/10-Base bei der Ureasemethode 
theoretisch 1 cmm n/20-Base bei der Titrationsmethode. 
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Weitere Untersuchungen zur Bestimmung des Gehaltes 
tierischer Gewebe an Glutathion und an Ascorbinsdure. 
Von 


Kurt Wachholder, Kiithe Anders und Kurt Uhlenbroock. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Rostock.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1935.) 


In vorangehenden Untersuchungen zeigten Quensel und 
Wachholder'), da& man bei zahlreichen tierischen Organen 
die jodometrisch bestimmte Gesamtreduktion nicht ohne weiteres 
auf deren Glutathiongehalt beziehen darf, sondern dai man erst 
einen von Organ zu Organ wechselnden Betrag abziehen mub, 
dessen Héhe durch die Restreduktion gefunden werden kann, 
welche nach Zerstérung des Glutathions durch Formaldehyd 
iibrig bleibt. Dabei wurde schon die Vermutung ausgesprochen, 
daB diese Restreduktion im wesentlichen durch den Gehalt der 
Organe an Ascorbinsiiure bedingt sei. Zur Priifung dieser Ver- 
iutung wurde nun in weiteren Versuchen an Gewebsfiltraten, 
die nach dem seinerzeit beschriebenen Verfahren mit Sulfosalicyl- 
siiure gewonnen waren, einmal der Jodverbrauch olne und mit 
Formaldehydzusatz bestimmt und zweitens noch der Gehalt an 
Ascorbinsiure nach Tillmans. Der so gefundene Ascorbinsiure- 
wert wurde dann mit dem obigen Restreduktionsvermégen ver- 
glichen, nachdem dieses auf Ascorbinsiure umgerechnet worden 
war. Die Méglichkeit eines solchen Vergleiches ist an zwei Voraus- 
setzungen gekniipft. Kinmal muB eine Formaldehydkonzentration 
genommen werden, welche bei sicherer Zerstérung des Glutathions 
die Ascorbinséiure voéllig oder fast véllig unangegriffen liBt. 

Hier zeigte sich nun, daB die seinerzeit angegebene Form- 
aldehydkonzentration doch zu stark gewesen war, um diese Be- 
dingung zu erfiillen. Zwar wird, wie seinerzeit gefunden, die 
Ascorbinsiure in reiner Lésung durch diese Konzentration nur 
wenig angegriffen, in erheblichem Mae jedoch, wenn sie im Ge- 
misch mit Glutathion vorliegt, wie dies ja in den Gewebsfiltraten 
der Fall ist. Die Untersuchungen an Gewebsextrakten mit Zu- 
sitzen von Ascorbinsiure*) und Glutathion ergaben nun, daB es 


*) Hergestellt aus dem uns von der Firma Hoffmann-La Roche freund- 
lichst zur Verfiigung gestellten Redoxon (krystall. Ascorbinsiiure). 
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besser ist, das Formaldehyd nicht, wie seinerzeit angegeben, schon 
gleichzeitig mit dem LEiweibfallungsmittel zuzusetzen, sondern 
erst den enteiweiBten Gewebsfiltraten. Auch so gelang es zwar 
nicht, der obigen Bedingung ideal gerecht zu werden, aber doch 
sehr weitgehend. Es zeigte sich, dab das Optimum erreicht wurde, 
wenn zu 4ccm Filtrat 0,3ccm 5°/, iges Formaldehyd zugesetzt 
wurden. Dann ist nach 11/, Stunden Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur das Glutathion vdéllig zerstért, die Ascorbinsiure aber 
nur zu 6—10°/,. So vorgehend blieb nunmebr in allen unter- 
suchten Organen von Kaninchen und Hunden nach der Zerstérung 
des Glutathions ein wesentlich héheres Jodbindungsvermégen 
iibrig als das seinerzeit von Quensel und Wachholder ge- 
fundene. Dieses wurde nun anstatt auf Glutathion auf Ascorbin- 
siure umgerechnet, was nach theoretischer Uberlegung und 
deren praktischer Uberpriifung an reinen Ascorbinsiurelésungen 
folgendermaBen geschah; 11,37 ccm einer n/1000 KJO,-Lé- 


sung = 1 mg Ascorbinsiure, demgemiB bei Vorlage von 1 ccm 
Filtrat Sm 2/10 a mg-°/,-Ascorbinsiure. Leerwert bei 
? 

uns meist 0,8 mg-°/,. Der Vergleich dieser mit der seinerzeit 
mitgeteilten Glutathionberechnungsformel ergibt, daB das Jod- 
bindungs-(Reduktions-)vermégen einer 1 mg-°/, igen Ascorbinsiure- 
lésung 3,48 mal so stark ist wie das einer gleichstarken Glutathion- 
lésung. 


Die zweite Voraussetzung fiir den obigen Vergleich ist, daf 
das Ergebnis der Tillmansschen Titration auf Ascorbinsiure 
nicht durch das vorhandene Glutathion verfilscht wird. Dies ist 
nicht der Fall, da in den von uns benutzten stark sulfosalicyl- 
siurehaltigen Filtraten das Glutathion nicht imstande ist, das 
2,6-Dichlorphenolindophenol zu enttirben. Um dies sicherzustellen, 
wurde ebenso wie bei der Glutathionbestimmung den enteiweiBten 
Gewebsfiltraten vor dem Titrieren pro ccm noch je 1/, cem 4°/, ige 
Sulfosalicylséure zugefiigt. Es ist sicher nicht ohne weiteres zu- 
lassig, die so erhaltenen ,,Tillmans“-Werte zur Giinze auf Ascorbin- 
siure zu beziehen. Aber im vorliegenden Falle wird damit, so- 
weit unsere jetzigen Kenntnisse reichen, doch kein wesentlicher 
Fehler gemacht werden; denn es ist kein in normalen tierischen 
Geweben in nennenswerter Konzentration vorkommender Stoff 
bekannt, welcher den Farbstoff sonst noch zu entfirben verméchte. 
Das Vitamin B,, welches nach F. P. Fischer?) hierzu imstande 
ist, erreicht nach den Analysen von vy. Euler und Adler’) 
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héchstens in der Leber und Niere eine Konzentration, die hier einen 
nennenswerten Fehler ausmachen kénnte. Die beste Stiitze ist 
die von mehreren Autoren‘) bei verschiedenen tierischen Geweben 
festgestellte gute Ubereinstimmung zwischen den nach Tillmans 
ermittelten Ascorbinsiurewerten und der antiskorbutischen Wirkung. 

Wenn an der jodometrisch gefundenen Gesamtreduktion auBer 
dem Glutathion und der Ascorbinsiure keine anderen reduzieren- 
den Stoffe in nennenswerten Mengen beteiligt sind, dann miissen 
die ,,Formalinwerte“ der obigen Mitzerstérung der Ascorbinsiure 
durch den Formaldehyd entsprechend unter den ,,Tillmans-Werten“ 
liegen. Das wurde nur bei der Niere ausnahmslos gefunden, bei 
der Leber bei 6 und bei der Lunge und beim Gehirn bei 4 von 
8 insgesamt untersuchten Tieren, bei den verschiedenen Arten 
von Muskeln aber niemals. Bei allen bisher untersuchten Organen, 
mit Ausnahme anscheinend der Niere, mu’ man demnach mit 
einem Anteil anderer reduzierender Substanzen an der Jodbindung 
bzw. Gesamtreduktion rechnen, wobei zur Zeit noch kein Urteil 
zulissig ist, ob diese Stoffe wabhrend des Extraktionsverfahrens 
als Zwischenprodukte (Cystein usw.) entstehen oder bereits im 
Gewebe priformiert waren. Dieser im folgenden als Restreduk- 
tion bezeichnete Anteil berechnet sich in der Weise, daB man, 
entsprechend der Zerstérung durch Formaldehyd, den Tillmans- 
Wert um 10°/, kiirzt und dann von dem Formalinwert subtrahiert. 
Die Differenz dieser Werte wird durch Multiplikation mit 3,48 
(vgl. oben) auf Glutathion in mg-°/, umgerechnet und ebenso 
wie der auf Glutathion umgerechnete Ascorbinsiurewert von der 
jodometrisch ermittelten Gesamtreduktion abgezogen. Erst dieser 
so erhaltene Wert darf dann auf das Gewebsglutathion bezogen 
werden. 

Die auf diese Weise bei Kaninchen unter winterlichen Kr- 
nahrungsverhiltnissen (hauptsichlich Wrucken) gefundenen prozen- 
tualen Anteile am durch die Jodbindung bestimmten Gesamt- 
reduktionsvermégen gibt Tab. 1 wieder. 

Wie man sieht, bestehen trotz erheblicher individueller 
Schwankungen doch charakteristische Unterschiede zwischen den 
einzelnen Organen. Bei den inneren Organen steigt der Ascorbin- 
siureanteil bzw. sinkt der Glutathionanteil ganz erheblich in der 
Reihenfolge Niere, Leber, Lunge, Gehirn. DaB dies auch absolut 
genommen (in mg-°/,) der Fall ist, zeigt die Tab. 2. 

Unter den Muskeln fallt die glatte Muskulatur des Magens 
heraus mit einem prozentual stets wesentlich héheren Ascorbin- 
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Tabelle 1. 


Prozentualer Anteil am Jodbindungsvermégen 
von Geweben normaler erwachsener Kaninchen. 








Niere 

Leber 

Lunge . 
ee 

Glatter Muskel (Magen) 

Herzmuskel. ..... 

lon.“ Skelettmuskel 
(Semitendinosus) 

»Nicht ton.“ Skelett- 
muskel (Gracilis) 





Ascorbinsiiure 
5 —16 
13 —28 
22 —43 
39 —54 
19 —40 
4 —14 
3,5—11,5 
4,5—11,5 





Restreduktion 
0 
0 —8s 
Q — 4 
0 — 6 
—_— 
0,7—- 4 
4 —13 
4 — 6 


Tabelle 2. 


Absolute Héhe des Jodbindungsvermégens, Ascorbinsiiure- 





Glutathion 


84—95 
72—86 
57—T4 
45—56 
48—74 
84-91 


79—93 


T7—90 


und Glutathiongehaltes von Geweben normaler erwachsener Kaninchen. 














Jodometr. Ge- | 4 .corbinsdure Glutathion 
samtredukt. in 
mg-°/, Glutath. in mg-"/, in mg-°/, 
Niere 143 —268 3,5—10 123 -— 244 
Leber 134—-440 8 —21 104—378 
Lunge . 125—194 10 —24 86—115 
SN 6 we ee 135—184 15 —26 63—- 95 
Glatter Muskel (Magen) 69—115 5,5—10 42— 77 
Herz . ee a ae ae 68— 90 11i— 2,9 59— 79 
yy lon. Skelettmuskel 
(Semitendinosus) 86—115 1,1— 3,4 72-102 
»yNicht ton.“ Skelett- 
muskel (Gracilis) . . 21— 52 0,7— 1,6 20— 47 


siure- bzw. geringeren Glutathionanteil. Weitere Untersuchungen 
miissen noch klaren, ob dies als allgemein charakteristisch fiir 
die glatte Muskulatur betrachtet werden darf. Beim Herzmuskel 
verhilt sich die prozentuale Verteilung iihnlich wie bei den Skelett- 
muskeln. Hier tritt als wesentliche Besonderheit hervor, daB der 
Mindestanteil an Ascorbinsiure und der Maximalanteil an un- 
bekannten reduzierenden Substanzen beim ,,tonischen“ Skelett- 
muskel wesentlich héher liegt als beim ,nicht tonischen“ und 
beim Herzmuskel. Hierdurch wird aber, wie die Tab. 2 zeigt, 


der von Wachholder und Quensel®) erhobene Befund nicht 
beriihrt, daB die erstgenannte Art von Skelettmuskulatur ent- 
sprechend ihrer vorzugsweisen Heranziehung zu langdauernden 
Arbeitsleistungen stets einen wesentlich héheren Glutathiongehalt 
aufweist als die letztere Art, welche vorzugsweise nur fiir kurz- 
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dauernde Bewegungen beansprucht wird. Derselbe Unterschied 
scheint auch in der absoluten Héhe des Ascorbinsiuregehaltes 
zu bestehen, wenn auch in erheblich geringerem Ausmafe. 

Beim Hund wurden im allgemeinen ganz ahnliche prozen- 
tuale Anteile am Jodbindungsvermégen gefunden wie beim Kanin- 
chen, lediglich bei der Leber war der Glutathionanteil mit nur 
etwa 50°/, wesentlich geringer. 

Was schlieBlich die Frage anbetrifft, ob die nach den Ab- 
ziigen tibrigbleibenden Werte nunmehr mit Recht als die wirklichen 
Glutathionwerte betrachtet werden diirfen, so liBt sich dafiir an- 
fihren, daB die so gewonnenen Werte in derselben GréSenordnung 
liegen, ja meist noch etwas niedriger sind als diejenigen, welche 
Binet und Weller®) mit ihrer neuen Methode der spezifischen 
Killung des Glutathions durch Cadmiumlactat erhalten haben 
(Tab. 3). 

Tabelle 3. 


Glutathion- und Ascorbinsiuregehalt in mg-°/, beim Hund. 





a ef Glutathiongeh. 
—_ nach Binet 
a ae ae: u. Weller 
Ascorbinsiiure Glutathion (Cd-Fallung) : 
Leber 32 103 130 
Nebenniere . 152 95 114 
ae 1,3 54 62 
Skelettmuskel . O—1 39—56 27 








Weitere Versuche, dies auch noch durch fiir Glutathion 
spezifische Farbreaktionen zu iiberpriifen, sind im Gange. 


m~ Ww bo 
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Die Borsdurereaktion und die Struktur der Nucleinsdure. 


Von 


Katashi Makino. 


(Aus der inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Marz 1935.) 


Samtliche 4 Nucleoside und Nucleotide der Hefenucleinsiure 
besitzen nach Levene, Bredereck und Parnas Furanose- 
struktur. Bei simtlichen Mononucleotiden ist die Phosphorsiiure am 
Kohlenstoffatom 3 der Ribose gebunden. In der vorliegenden Mit- 
teilung sollen Versuche iiber das Verhalten der Nucleoside und 
Nucleotide aus Hefenucleinsiure gegen Borsiure beschrieben werden. 
(Boesekensche!) Reaktion fiir korrespondierende alkoholische 
Hydroxyle.) Schon Parnas und Klimek’), sowie Bredereck 
haben sich dieser Reaktion zur Aufklirung der Konstitution der 
Adenylsaure und der Pyrimidinnucleotide bedient. Ubereinstimmend 
mit ihren Beobachtungen gab Borsiure einer mit NaOH schwach 
alkalisierten Lésung von Nucleosiden zugesetzt einen sauren 
Komplex (Dissoziationskonstante gréBer als die der Borsiure), 
wihrend diese Reaktion be: allen Mononucleotiden nicht auftrat. 

Desoxyribonucleoside und Desoxyribonucleotide. Der Zucker der 
tierischen Nucleinsiure war von Levene und seinen Mitarbeitern 
als Desoxyribose erkannt worden. Aber alle Struktureinzelheiten 
der Nucleoside und der Nucleotide aus Thymonucleinsiure sind 
noch nicht bekannt. Ich versuchte mit der Borsdurereaktion die 
Frage aufzukliren, welche Zuckerhydroxyle frei vorliegen. Weil 
mir reine Desoxyriboside nicht zur Verfiigung standen, wurden mit 
Nucleotidase aus Rinderdarm 80°/, der Phosphorsaéure aus Thymo- 
nucleinsiure abgespalten. Da der Organauszug fast keine Nucleosi- 
dasewirkung besitzt, enthalt ein so bereitetes Digestionsgemisch fast 
nur Desoxyribonucleoside *). Wenn die Nucleoside korrespondierende 
Hydroxylgruppen haben, also Pyranosidstruktur besitzen, so mub 
das die Nucleoside enthaltende Hydrolysengemisch positive Bor- 
siurereaktion zeigen, bei Furanosidstruktur muB sie ausbleiben. 
Sie war positiv (vgl. Versuchsteil). Also kann man annehmen, daB 
die Nucleoside Pyranringstruktur haben. DemgemiB muB bei 
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Desoxyribonucleotiden die Phosphorsiure entweder an Kohlen- 
stoff 3 oder 4 gebunden sein. 
R- CH - CH, - CHOH - CHOH - CH, 


(R. bedeutet die Gruppe einer Purin- oder Pyrimidinbase.) 


In einem Digestionsgemisch, das aus Thymonucleinsiure mit 
Pankreaspolynucleotidase*) erhalten wurde, fehlt die Borsiure- 
reaktion, da die Polynucleotidase frei yon Nucleophosphatase war. 
Desoxyribonucleotide besitzen also keine korrespondierenden 
Hydroxyle. 

Beschreibung der Versuche. 


1. Borsdurereaktion auf Nucleoside und Nucleotide aus Hefe- 
nucleinsaure. 40 mg Substanz in 10—20 cem Wasser werden mit n/10-Natron- 
lauge gegen Phenolphthalein rosa gefiirbt. Ebenso wird eine 0,2°/,ige Lésung 
von Borsiéure schwach alkalisch gemacht. Wenn 1 ccm dieser Boraxlésung zur 
Substratlésung zugesetzt wurde, trat saure Reaktion auf, und es bedurfte 
eines weiteren Zusatzes von n/100-Natronlauge, um die urspriingliche Rosa- 
firbung wieder herzustellen, wenn die Substrate korrespondierende Hydr- 
oxylgruppen haben (positive Reaktion). Dagegen blieb die Mischung der Borax- 
und Substratlésung unveriindert alkalisch, wenn solche Hydroxyle fehlen. 














‘a Borsiure- i Borsiiure- 

Gepriift reaktion Gepriift reaktion 
H,O. . — Guanylsiure . 
Adenosin + Cytosylsiure . 
Guanosin + Uracylsiure . 
Inosin . +. Hefenucleinsiiure . 
Uridin . + Thymonucleinsiiure 
Adenylsiure . — 


2. Borsaurereaktion auf Desoxyribonucleoside und Desoxyribo- 
nucleotide. Gewinnung der Nucleophosphatase: Von gut mit 
Wasser gewaschenen Rinderdiinndiirmen wird die Schleimhaut méglichst 
schnell mit Spatel ausgeschabt, mit der 3 fachen Menge Wasser versetzt 
und gut durchschiittelt; man liBt 3 Tage unter 6fterem Durchschiitteln bei 
Zimmertemperatur stehen und filtriert dann. 


Versuchsansitze: 


1. 0,8 g thymonucleinsaures Natrium + 20 cem Wasser 

+ 20 ccm Fermentlésung (aus Darm). 
2. 0,8 g hefenucleinsaures Natrium + 20 ccm Wasser 

+ 20 ccm Fermentlésung (aus Darm). 
3. 0,8 g thymonucleinsaures Natrium + 40 ccm Wasser 

+ 0,5 g Pankreaspolynucleotidase ‘), 
4. 0,8 g hefenucleinsaures Natrium + 40 ccm Wasser 

+ 0,5 g Pankreaspolynucleotidase. 
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Kontrollansiitze: 
1. 0,8 g thymonucleinsaures Natrium + 40 com Wasser. 
2. 0,8 g hefenucleinsaures Natrium -+ 40 ccm Wasser. 
3. 20 ecm Nucleophosphataselésung (aus Darm) + 20 cem Wasser. 
4. 0,5 g Polynucleotidase (aus Pankreas) + 40 ccm Wasser. 
Verdauungsdauer 72 Stunden bei 38° C. . 


Zur Untersuchung werden je 10 ccm eines jeden Ansatzes entnommen 


und durch Kochen enteiweift, dann auf Borsiiurereaktion gepriift. 


Tre 


~ 


Ergebnis: Positiv bei 1., 2. 
Negativ bei 3., 4. und allen 4 Kontrollen. 


Dephosphorylierung: bei 1. = 81°/); 
bei 2. = 47° 


I 


0° 
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Uber den Gehalt von Cholin, 
Acetylcholin und Carnitin im Muskel. 


Von 


Erich Strack, Philipp Wordehoff, Ernst Neubaur 
und Heinrich Geissendérfer. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Miirz 1935.) 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Beziehungen des 
Placentarcholins zur Geburtstiatigkeit!) bestimmten wir friiher das 
freie Cholin*) im Uterusmuskel. Bei Rind und Schwein fanden 
wir etwa 160 mg Cholinchlorid im Kilogramm Frischgewebe, 
unabhiingig davon, ob eine Schwangerschaft bestand oder nicht. 
Ktwa die gleiche Menge wurde spiter mit anderer Darstellungs- 
weise erhalten”). Der Gehalt des menschlichen Uterus war dagegen 
von einer bestehenden Schwangerschaft abhingig. Im_nicht- 
schwangeren Uterus fanden wir etwa 50 mg, im schwangeren 
konnten wir schon vom zweiten Monat der Graviditit ab kein 
freies Cholin mehr nachweisen. Auch im Uterus, der durch iiber- 
maBige Tatigkeit bei der Geburt zerriB und exstirpiert worden 
war, konnte kein Cholin nachgewiesen werden. — Inzwischen 
stellten wir an anderen Geweben, Leber*) und Placenta‘), fest, 
daB man bei der Ermittlung des Cholingehaltes beachten mubB, 
da® das absterbende Gewebe mit seinen Fermenten aus den 
Phosphatiden unerwartet leicht Cholin frei macht. Man findet 
deshalb gegeniiber dem wirklichen Gehalt im lebenden Zustand 
viel zu hohe Werte. Um so wichtiger ist der Befund, daB auch 
nach der friiheren Verarbeitung im schwangeren menschlichen 
Uterus kein Cholin nachgewiesen werden konnte. Dieser unter- 
scheidet sich hierdurch nicht nur vom tierischen Uterus, sondern 
auch von anderen glattmuskuliren Organen. So soll ja der Darm 
aus seinen Phosphatiden eigens Acetylcholin frei machen, um 
damit seine Bewegungen auszulésen. Fiir die Klirung der Frage, 


*) Falls freies Acetylcholin vorliegt, wird es von unserem Verfahren 
in Cholin umgewandelt und als solches mitbestimmt. 
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ob die Placenta mit dem in ihr vorhandenen freien Cholin bay. 
Acetylcholin die Wehen beeinflussen kann, ist es von Bedeutung, 
festzustellen, ob allein der schwangere menschliche Uterus von 
allen muskuliren Geweben diesen abweichenden Cholinmangel hat. 

Bei der quergestreiften Skelettmuskulatur war es zweifelhaft, 
doch schien auch sie sich mehreren Angaben nach anders als 
der Uterus zu verhalten. Wir untersuchten deshalb dieses Gewebe, 
das auch in lebenstrischem Zustand leicht und reichlich zu be- 
schaffen ist, ob es freies Cholin enthilt, und ob es ebenso wie 
Leber*) und Placenta‘) nach der Unterbrechung der Blutzufuhr 
Cholin frei macht. Hierbei fanden wir, daB lebensfrisch durch 
Kochen fixierter Muskel von Hund und Kaninchen kein freies 
Cholin enthielt. Aber auch, wenn das Gewebe 5 Stunden im 
Brutschrank gelegen hatte, fanden wir im Gegensatz zur Leber 
kein freies Cholin. Daraufhin untersuchten wir Rindermuskel, 
erhielten jedoch die gleichen Befunde. Ebenso konnten wir Cholin 
nicht eindeutig darstellen, wenn wir das Gewebe mit Alkohol 
statt durch Kochen fixierten, ein Verfahren, bei dem in Leber 
und Placenta das freie Cholin stark angereichert wird. Dieses 
Ergebnis iiberraschte uns insofern, als im Gegensatz hierzu in 
Rindermuskeln mit mehrfach erprobten und als einwandfrei an- 
gesehenen chemischen Verfahren Cholin nachgewiesen worden war. 
Kinoshita’) fand etwa 300 mg Cholinchlorid im Kilogramm, 
Bischoff und Mitarbeiter’) statt dessen etwa 200 mg Acetylcholin- 
chlorid neben etwa 50 mg Cholinchlorid. Entweder hatte also 
unser Verfahren an diesem Gewebe versagt, oder aber die beiden 
auf ganz verschiedene Weise ermittelten etwa gleich groBen Cholin- 
mengen waren unrichtig. 

Unser Verfahren zur Aufarbeitung, bei dem das Gewebe durch 
Kochen mit Wasser fixiert und extrahiert wird, das Cholin dann 
iiber das Quecksilbersalz als Chloroaurat dargestellt und identifiziert 
wird, hat sich -bisher gut bewabrt. Allerdings kann man mit ihm 
einen geringen Gehalt, etwa 10—15 mg im Kilogramm Gewebe, 
kaum noch nachweisen. Da wir aber meist 500—2000 g Gewebe 
verarbeiteten, sind die Ergebnisse bei einem Cholingehalt wie 
oben angegeben doch zutreffender als bei vielen anderen Verfahren. 
Dies gilt insbesondere auch fiir einen Teil der biologischen Nach- 
weise als Acetylcholin, die neben ihrer erheblichen Schwankungs- 
breite bei den Bestimmungen auch sehr stark vom Milieu und von 
unbekannten Begleitstoffen abhingen und daher sehr unsicher sein 
kénnen. Wir gehen spiiter noch darauf ein. DaB unser Verfahren 
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die oben angegebenen Mengen unbedingt hitte erkennen lassen 
miissen — trotz der bei der Goldfallung anwesenden erheblichen 
Schmieren — haben wir dadurch sichergestellt, daB wir zu einem 
Kilogramm Muskelbrei 40 bzw. 80 mg Cholinchlorid zusetzten, 
und es bei unseren iiblichen Verarbeitungen als Goldsalz wieder- 
fanden. Unser Verfahren war also auch bei diesem Gewebe 
brauchbar. Ehe wir aber unsere Befunde den weiteren Betrach- 
tungen als sicher unterstellten, hielten wir es fiir notwendig, die 
Widerspriiche zu klaren, und haben deshalb die Verfahren jener 
Forscher nachgearbeitet. 

Mit dem sehr empfindlichen Verfahren von Kapfhammer®), 
Cholin und Acetylcholin tiber das Reineckat darzustellen, erhielten 
wir bei der Aufarbeitung der Skelettmuskeln an der von Bischoff?) 
angegebenen Stelle in der Tat ein Reineckat, das sich in der 
Léslichkeit wie Cholin- oder Acetylcholinreineckat verhalt, und 
das auch in der Krystallform dem letzteren iihnelt. Lediglich in 
Alkohol ist es leichter léslich als das vom Cholin und Acetyl- 
cholin. Die von uns aus dem Reineckat dargestellten Goldsalze 
schmolzen bei 155° und gaben Goldwerte von etwa 40°/,. Sie 
kamen damit den Werten fiir Acetylcholingoldsalz [Nothnagel’) 
155°, Dudley’) 166—168° sowie 40,50°/, Au] recht nahe. Weitere 
Untersuchungen ergaben dann, dab es sich hierbei um die schon 
bekannte quaternire Ammoniumbase ,,Carnitin“ handelte, deren 
Goldsalz bei 155° schmilzt und das 39,36°/, Au enthalt®). 
Cholin haben wir bei diesen Untersuchungen in reiner Form nicht 
darstellen kénnen. Unseren Befunden nach scheint also das 
angegebene Aurat des Acetylcholins durch das sich chemisch 
ihnlich verhaltende Aurat des Carnitins vorgetiiuscht worden 
zu sein. Dies war deshalb leicht méglich, weil hier, im Gegen- 
satz zu vielen anderen Geweben, trotz der Reinigung iiber das 
Reineckat die Goldfallung durch erhebliche Mengen von Schmier- 
stoffen beeintraichtigt werden konnte. Wenn man nun noch nicht 
hiufiger und stark sauer umkrystallisiert, weil bei den quantita- 
tiven Ermittlungen zu viel verloren geht, findet man den Gold- 
gehalt des Carnitinchloroaurates — als Verbrennungsriickstand 
ermittelt — leicht zu hoch. 

Nach dem Verfahren von Kinoshita®), der Muskelbrei mit 
salzsaurem Wasser auskocht, das Filtrat in offenen Schalen auf 
dem Wasserbad eindampft und dann ahnlich wie wir weiter ver- 
arbeitet, gelang es uns auch bei Abinderung seiner Vorschrift 
nicht, das von ihm beschriebene Goldsalzgemisch mit der an- 

13 * 
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gegebenen Liéslichkeit zu erhalten. Unsere Gemische waren leichter 
léslich und enthielten kein Cholin. Sogar das mitextrahierte Car- 
nitin lieB sich daraus nur in geringerer Menge darstellen, da es 
durch das wenig schonende Verfahren teils zerstért, teils verindert 
worden war. Neben einer Reihe anderer Basen fanden wir an 
seiner Stelle haufig den Carnitinithylester’’). Da Kinoshita von 
seinen Goldsalzen weder Schmelzpunkt noch eindeutige Analyse 
angibt, und die anderen quaterniiren Ammoniumbasen die von 
ihm als Beleg angefiihrte Methylimidbestimmung ebenfalls geben, 
sind seine Angaben ohne jegliche Beweiskraft fiir Cholin. Auch 
bei weiterer Aufsplitterung der erhaltenen Goldsalzgemische konnten 
wir kein Cholin nachweisen. Ebenso wie bei Bischoff scheint 
auch hier in der Hauptsache Carnitin vorgelegen zu haben und 
hat Cholin vorgetiuscht. 

Die Nachpriifungen bestiitigen also die mit unserem Verfahren 
erhaltenen Befunde, daB der Skelettmuskel — innerhalb unserer 
Bestimmungsgrenzen — freies Cholin nicht enthilt. 

Die Mengen an Carnitin, die wir bei diesen Nachunter- 
suchungen erhielten, entsprachen etwa denen, die von jenen Autoren 
fiir Cholin bzw. Acetylcholin angegeben worden waren. Unser 
Verfahren ergab in vergleichenden Untersuchungen aus demselben 
Muskelgewebe jedoch mehr Carnitin als das mit Reineckesiure. 
Wir haben meist ihnliche GréSenordnungen gefunden, wie sie 
Skworzow!) fir Kalb mit 0,019°/, und Smorodinzew) fir 
Ochsen mit 0,029°/, ermittelten. Der Gehalt in den Skelett- 
muskeln schwankte individuell jedoch ziemlich stark. Im Hals- 
muskel vom Rind fanden wir 0,02—0,2°/, Carnitinchlorid. (Wir 
lassen es vorerst noch offen, ob die Schwankungen nicht aucl 
durch die Verfahren an sich mitbewirkt werden.) In den ver- 
schiedenen Muskeln des gleichen Tieres scheinen dagegen die 
Schwankungen nicht so stark zu sein. In einer vergleichenden 
Bestimmung enthielt Halsmuskel nur etwa !/, weniger als Bauch- 
muskel. 

Bei unseren Untersuchungen fillt besonders auf, daB der 
Skelettmuskel sich in seinem Cholinhaushalt anders verhialt als 
viele sonstige Gewebe. Auch beim Liegen bei 37° vermehrt sicl: 
das freie Cholin nicht erkennbar. Der Muskel scheint nicht wie 
Leber und Placenta in der Lage zu sein, aus Phosphatiden in 
erheblichem Umfange Cholin abzuspalten. Auch noch in anderer 
Beziehung verhilt sich der Muskel abweichend. Wiihrend wir 
bei Leber und Placenta einen Stoff fanden, aus dem bei der Gold- 
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fallung durch Hydrolyse Cholin abgespalten werden konnte, fehlt 
dieser im Muskelextrakt. Von diesem Stoff nehmen wir an, daB 
aus ihm der Hauptteil des neuauftretenden freien Cholins ab- 
cespalten wird, das bei der Leber nach der Unterbrechung der 
Blutzufubr entsteht. Sein Fehlen im Muskel spricht nicht dafiir, 
daB értlich gebildetes Acetylcholin bzw. Cholin die Kontraktionen 
auslést; denn es muB8 ja dazu schnell und leicht aus Reserve- 
stoffen freigemacht werden kénnen. 


Die Méglichkeit, da& der Muskel etwa freigesetztes Cholin 
sehr schnell wieder bindet oder zerstért, so daB wir es deshalb 
nicht angereichert haben finden kénnen, haben wir durch einige 
Versuche gepriift. Schon Reid Hunt?’) hat gezeigt, daB sich 
auch eine sehr kleine Cholinmenge (0,1 mg) biologisch wiederfinden 
laBt, wenn sie in Alkohol gelést dem Muskel eingespritzt wurde. 
Der eine von uns [Neubaur’‘)] hat bei Vergleichen zwischen 
Skelettmuskeln sowie schwangerem und nichtschwangerem mensch- 
lichen Uterusgewebe immer etwa die gleiche Menge des zugesetzten 
Cholins durch chemische Aufarbeitung als Goldsalz wiedergefunden. 
Die Gewebe wurden bei den Versuchen in Phosphatpuffer mit 
Cholinchlorid verrieben und teils sofort, teils nach 5 stiindigem 
Stehen bei 37° verarbeitet. Ein fermentativer Abbau ist also 
nicht eingetreten. — In einer anderen Versuchsreihe versetzten 
wir frischen Muskelbrei mit Cholinchlorid, arbeiteten diesen nach 
unserem Verfahren auf und entnahmen vor der Quecksilberfillung 
einen bestimmten Anteil. Dieser wurde acetyliert und seine 
Wirkung am Froschrektus mit der des Acetylcholins verglichen. 
Wir fanden vom Cholinchlorid stets dieselbe Menge wieder, gleich 
ob Muskelgewebe dabei war oder nicht. Also auch hier konnte 
der Muskel zugesetztes Cholin nicht zum Verschwinden bringen. 
lie sehr kleinen Mengen von vorgebildetem Acetylcholin — falls es 
sich wirklich um solches gehandelt haben sollte —, die Chang und 
Gaddum?5) mit 0,08 mg, Kahlson?*) mit etwa 0,1 mg im Kilo- 
gramm und andere gefunden haben, scheinen, wie Plattner!") schon 
friiher andeutete, aus den BlutgefiBen zu stammen. Sie haben 
wohl fiir deren Regulierung, nicht aber als Reizstoff fiir die 
Muskeln Bedeutung. 


Bemerkenswert ist weiterhin, daB aus Skelettmuskeln an Stelle des 
Cholins die gleichfalls quaterniire Ammoniumbase ,,Carnitin“ in etwa der- 
celben Menge darzustellen ist, wie aus anderen Organen das Cholin. Beide 
haben dhnliche Struktur und es liegt deshalb nahe, ihnen analoge Bedeutung 
zuzuschreiben. Die chemische Verwandtschaft tritt besonders zwischen 
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Carnitin und Acetylcholin deutlich hervor. Beide enthalten als Grundstoff 


Cholin, das im Acetylcholin mit der Essigsiure verestert, im Carnitin an 
der gleichen Stelle mit ihr aldolihnlich verkniipft ist. So kénnten sie aus 
Cholinaldehyd und Acetaldehyd leicht entstehen. Reagieren diese beiden 
nach Cannizzaro, so entsteht ja als erste Zwischenstufe der Ester, das 
Acetylcholin; reagieren beide nach Art der Aldolkondensation, so erhiilt 
man den Carnitinaldehyd, der durch Oxydation in das Carnitin iibergehen 
kann. — Bei unseren Bestimmungen haben wir mehrfach beobachtet, dab 
das Carnitin erst dann gut bei der Goldfillung auskrystallisierte, nachdem 
ein erheblicher Teil des Goldchiorids reduziert worden war. Ob diese Vor- 
giinge in ursichlichem Zusammenhang stehen, sowie die Frage, in welcher 
Form das Carnitin dann im Muskel vorgebildet ist, und ob es selbst oder 
in seinen Abkémmlingen biologisch ais Reizstoff, etwa als _,,Acetylcholin- 
ersatz“ fiir Muskel wirken kann, untersuchen wir weiter. 


Wihrend unsere Untersuchungen im Gange waren, wurden 
mehrere Bestimmungen von Kahlson?!*) iiber den Cholingehalt 
von Muskel und von anderen Organen ver@ffentlicht. Er bestimmte 
das Cholin durch seine biologische Wirkung, indem er es ins 
Acetylcholin tiberfiihrte. Er entzog es dem Gewebe mit Alkohol, 
und fillte es hieraus mit Petrolither um. Wir mochten hier 
allgemein gegen die Bestimmungen verschiedenes einwenden. 
Kahlson verneint, dai Gewebe gebundenes Cholin freimachen 
kénnen. Wie wir oben schon dargelegt haben, tun dies die Leber 
und Placenta bestimmt. Insbesondere schwanken die Werte und 
fallen stets zu hoch aus, wenn dem Gewebe das Cholin durch 
Alkohol entzogen wird. Denn der Alkohol hemmt die Esterasen 
in vielen Fallen nicht schnell genug. AuBerdem sind Lecithine 
— und fiir andere cholinhaltige Phosphatide kann dies noch viel 
mehr zutrefien — auch in vitro nicht immer von der Stabilitit, 
die Kahlson auf Grund verschiedener Angaben voraussetzt. Dies 
hat z. B. vor einiger Zeit H. D. Kay'’) nachgewiesen. Im _ be- 
sonderen Hinblick auf Kahlsons Muskeluntersuchungen _ trifft 
allerdings unser Einwand zufillig nicht zu, wie wir jetzt an dieser 
Stelle erwiesen haben. Jedenfalls nicht in dem Umfang, wie wir 
es bei Leber und Placenta feststellen konnten. Trotzdem kénnten 
die von Kahlson ermittelten Werte von 10—20 mg Cholinchlorid im 
Kilogramm Gewebe zu einem erheblichen Teil postmortal entstanden 
sein. Man darf daher diese Werte bestenfalls als héchstmégliche 
Werte fiir den physiologischen Zustand des Gewebes ansehen. 
Schon friiher hat Reid Hunt?*) Shnlich niedere Werte ebenfalls 
biologisch festgestellt. Er gibt ,etwa 3fache Blutwerte“, also 
etwa 30 mg an. Dieser Wert ist bestimmt zu hoch. Hunt hat 
jedoch wegen seiner anderen Fragestellung keinen Wert auf be- 
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sondere Reinigung des Extraktes gelegt. — Abgesehen von diesen 
Kinwiinden halten wir die biologische Bestimmung des Cholins 
im Muskel, wie sie Kahlson iibte, keineswegs fiir eindeutig. Der 
Muskelextrakt enthilt viele andere aktive Basen, deren Einfliisse 
unter seinen Bedingungen nicht iibersehbar sind. Die Basen sind 
auBerdem nur sehr schwierig voneinander zu trennen, und wir 
clauben nicht, daB ihm dies mit seinem Verfahren gelungen ist. 
In unserem besonderen Fall stellten wir es vom Cholin und 
Carnitin fest. Es kénnen daher auch bei geringer biologischer 
Wirkung z. B. des Carnitins oder gewisser Abkémmlinge von 
ihm kleine Mengen an Cholin vorgetiiuscht werden, wenn das 
Carnitin in gré8eren Anteilen vorhanden ist. — Daf Begleitstofte 
die biologische Prifung stark beeinflussen, ist bekannt und 6fter 
heschrieben worden. Wir méchten hier nochmals auf den Ein- 
fluB des Athylalkohols hinweisen?’), weil hiufig unmittelbar der 
alkoholische Extrakt zur Wertbestimmung verwendet worden ist. 
Enthalt die zu priifende Lisung Alkohol, so ist die Wirkung des 
Acetylcholins auf den Froschrektus und Miusedarm erheblich 
gesteigert. — Der Wert des biologischen Bestimmungsverfahrens, 
das wir in seiner vielfiltigen Bedeutung keineswegs unterschitzen, 
muB daher sehr sorgfiltig abgewogen werden, wenn man unter 
unbekannten Bedingungen arbeitet. Beim Muskel tritit dies noch 
sehr ausgesprochen zu. Aus diesen Griinden haben wir anfangs 
auch unsere zwar grobe, aber sichere chemische Methode an- 
sewendet und beibehalten, um mit ihr andere Bestimmungen 
chemisch zu iiberpriifen. 

Unsere Untersuchungen zeigen weiterhin, daB der schwangere 
menschliche Uterus sich nicht allein abweichend im Cholinhaus- 
halt verhilt. Die Bedeutung dieser Tatsache werden wir an 
anderer Stelle erértern. 


Versuche. 


Die einzelnen Verfahren zur Aufarbeitung sind an anderen Orten ein- 
gehend beschrieben. MHier soll daher nur das Grundsiitzliche erwihnt 
werden. I. In unserem Verfahren‘) wird der Gewebebrei in die 
doppelte Menge kochendes Wasser eingetragen und schwach essigsauer 
3 Minuten erhitzt. Nach Abpressen wird das Filtrat im Vakuum auf 30—50cem 
fiir jedes Kilogramm Gewebe eingeengt, mit insgesamt etwa 4—500 ccm 
Alkohol hei8 ausgezogen, der Alkohol kalt filtriert, im Vakuum zur Trockne 
gebracht und mit etwa 70 cem absolutem Alkohol ausgekocht. Dieser wird 
mit iiberschiissigem HgCl, versetzt, iiber Nacht kalt gestellt, der Nieder- 
schlag abgesaugt, 3 mal mit je 50 cem Wasser ausgekocht und hei filtriert. — 
Verarbeitung A (sauer): Das wiiBrige Filtrat wird mit H,S zerlegt, im 
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Vakuum eingedampft, in etwa 5—8 ccm Wasser aufgenommen, filtriert und 
mit Goldchlorid gefallt. — Verarbeitung B (neutral): Das waBrige Filtrat 
wird kalt mit H,S zerlegt, das HgS abgesaugt, der H,S vertrieben, mit 
NaOH neutralisiert, im Vakuum zur Trockne gebracht und mit absolutem 
Alkohol ausgezogen. Dieser wird im Vakuum verdampft, der Riickstand 
mit 5—8 eem Wasser aufgenommen, filtriert und mit  neutralisierter 
Goldchloridlésung gefillt. — Durch Erwirmen und schnelles Abkiihlen 
sowie anschlieBend lingeres Stehen in der Kilte werden die Goldfraktionen 
getrennt. Die gleichartigen werden vereinigt und so oft umkrystallisiert, 
bis sie einheitlich sind, Die gesamten Mutterlaugen nebst den Riickstinden 
der Goldfillung werden dann eingedampft (bei Verarbeitung B, neutral), 
und nochmals in gleicher Weise fraktioniert. Der nicht trennbare Rest 
wird mit den Mutterlaugen vereinigt, mit H,S vom Gold befreit, neutralisiert, 
mit Ammoniumreineckat gefallt und nach Kapfhammer weiter verarbeitet. 
Die hierbei anfallenden Goldfraktionen werden wiederum aufgesplittert und 
mit etwa oben tibereinstimmenden vereinigt. In den Resten wird dann 
noch besonders auf Cholin gefahndet. — Falls das Gewebe in Alkohol ein- 
gelegt war, wird dieser erst im Vakuum verdampft, der Riickstand in 
Wasser aufgenommen und zusammen mit dem Gewebe gekocht. — II. In 
dem Verfahren nach Kapfhammer”®) wird dem zerkleinerten Gewebe 
das Cholin bzw. Acetylcholin mit viel Alkohol entzogen. Dieser wird im 
Vakuum eingedampft (50 ccm), der Riickstand mit Trichloressigsiure ge- 
reinigt, diese ausgeithert und die Basen als Reineckat gefillt. Dieses wird 
mit Alkohol ausgewaschen, dann aus Aceton-Benzol umgefillt, in Aceton- 
Wasser gelést und mit Ag,SO, und BaCl, zerlegt. Das eingedampfte Filtrat 
wird schlieBlich mit neutralem Goldchlorid gefiallt und fraktioniert um- 
krystallisiert. — II]. In dem Verfahren von Kinoshita®) wird der Ge- 
webebrei mit salz- oder essigsaurem Wasser ausgekocht, abgepreBt, das 
Filtrat auf dem Wasserbad stark eingeengt und der Rest im Vakuum zur 
Trockne gebracht. Der Riickstand wird erst mit Ather extrahiert, dann mit 
Alkohol ausgekocht. Die alkoholische Lésung wird mit HgCl, gefillt, kalt 
gestellt, der Niederschlag in Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt. Die 
Lésung wird samt der Fiallung auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht, 
mit wenig Wasser ausgelaugt, dieses im Vakuum eingeengt und mit Gold- 


ehlorid gefiillt. 

Skelettmuskel vom Hund. Versuch 1: 550 g Schenkelmuske!l 
werden 10 Minuten nach Toétung des Tieres gekocht und nach unserem 
Verfahren IA verarbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 2: 550 g Schenkelmuskel vom gleichen Tier wie in Ver- 
such 1 werden 5 Stunden bei 37° gehalten, dann nach Verfahren IA ver- 
arbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 8: 325 g Schenkelmuskel werden nach Kapfhammer ver- 
arbeitet. Vor und nach der Trichloressigsiurebehandlung wird am Kaninchen- 
darm auf Acetylcholin gepriift. 

Acetylcholin kann biologisch nicht sicher nachgewiesen werden. 

Skelettmuskel vom Rind. Versuch 4: 500g Keulenfleisch, vom 
Metzger gekauft, werden nach unserem Verfahren I A verarbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 
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Versuch 5: 500 g Keulenfleisch, wie in Versuch 4, werden zer- 
kleinert, 24 Stunden in Alkohol gelegt und nach unserem Verfahren IA 
verarbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 6: 500g Keulenfleisch, vom Metzger gekauft, werden nach 
unserem Verfahren IA verarbeitet. 

Bei der Goldfallung wird erhalten: 0,511 g Goldsalz (Schmelzp. 148° 
und 40,57; 40,71°/, Au). Um Acetylcholin auszuschlieBen, wird das Gold- 
salz unmittelbar in Verdiinnung von 1: 1000 und 1: 100 am Kaninchendarm 
geprift. Das Goldsalz wird dann mit metallischem Silber zerlegt, das 
Filtrat neutralisiert und in gleicher Weise in einer Verdiinnung 1:50 ge- 
priift. Es ist keine Acetylcholinwirkung festzustellen. Um eine Zerstérung 
beim Zerlegen mit Silber auszuschlieBen, wird der Rest wiederum mit Gold- 
chlorid gefallt und ergibt das gleiche Goldsalz wie oben: 0,202 g (Schmelz- 
punkt 151°, 40,8°/, Au) (Carnitin). 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 7: 1kg Halsmuskel, weibliches Rind, 5 Jahre alt, wird 
i8 Minuten nach dem Tode des Tieres gekocht und nach unserem Ver- 
fahren IA verarbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 8: 1kg Halsmuskel, wie in Versuch 7, wird in eigroBen 
Stiicken sofort in Alkohol eingelegt und nach 24 Stunden nach unserem 
Verfahren IA verarbeitet. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


In den Versuchen 9, 10 und 11 soll festgestellt werden, ob bei unserer 
Verarbeitung gréBere Mengen cholinhaltiger Stoffe (Lecithine, Sphingomye- 
line usw.) in den Extrakten enthalten sind. 

Versuch 9: 800g Halsmuskel vom Rind werden 12 Minuten nach 
dem Tode des Tieres gekocht und nach unserem Verfahren IB verarbeitet. 
Die Goldfillung ergibt nur Schmieren, aber kein Cholin. Die Schmieren 
werden durch H,S vom Gold befreit, 8 Stunden mit 20°/,iger Salzsiure 
hydrolysiert, eingedampft, mit wenig Wasser aufgenommen, filtriert und 
wiederum mit Goldchlorid gefillt. Erhalten wird ein Goldsalz vom Schmelz- 
punkt 145°: 40,9°/, Au (Carnitin). 

Cholin kann chemisch nicht eindeutig nachgewiesen werden. 

Versuch 10: 600g Muskel, wie in Versuch 9, werden in Stiicken 
5 Stunden bei 37° gehalten, dann nach unserem Verfahren IB verarbeitet 
und weiter wie in Versuch 9 behandelt. Aus dem Hydrolysat laBt sich 
neben 6liger Fallung nur ein Goldsalz vom Schmelzp. 152° (Carnitin), gewinnen. 

Cholin kann chemisch nicht eindeutig nachgewiesen werden. 

Versuch 11: 2,5 kg Halsmuskel, minnliches Rind, 2 Jahre alt, werden 
etwa 8 Minuten nach dem Tode gekocht und nach unserem Verfahren IA 
verarbeitet. Es wird unmittelbar vor der Goldfillung wie in Versuch 9 
hydrolysiert. Erhalten, neben einer geringen Menge an Schmierstoffen: 
1,306 g Goldsalz vom Schmelzp. 154°. 

Fiir Carnitinchloroaurat C,H,,NO,+AuCl, (501,2). 

Ber. C16,76 H322 N2,80 Au 89,85 
Gef. ,, 16,87 ,, 3,26 ,, 2,79 » 39,26. 
Cholin kann chemisch nicht eindeutig nachgewiesen werden. 
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Versuch 12: Durch ihn soll festgestellt werden, ob dem Muskelbrei 
zugesetztes Cholin wieder gefunden werden kann. Je 1 kg Halsmuskel, 
miinnliches Rind, 10 Monate alt, wird 12 Minuten nach dem Tode des Tieres 
gekocht und bei A. mit 80 mg, bei B. mit 40 mg Cholinchlorid versetzt und 
nach unserem Verfahren IA verarbeitet. — A. Das bei der Goldfillung er- 
haltene Goldsalzgemisch wird mehrmals fraktioniert umkrystallisiert. Die 
eine Fraktion von 50 mg ist sofort rein. Sie schmilzt bei 250° (Cholin- 
chloroaurat). Daneben werden Mischfraktionen erhalten, die reichlich 
Cholin-chloroaurat-krystalle enthalten, die bei mechanischer Trennung den 
verlangten Schmelzpunkt haben. Die Mischungen werden nicht weiter auf- 
geteilt. — B. Das erhaltene Goldsalzgemisch schmilzt bei etwa 130°. Mikro. 
skopisch sind mehrere Stoffe neben Cholinchloroaurat erkennbar. Das 
Goldsalzgemisch wird gleich mit H,S vom Gold befreit, neutralisiert, als 
Reineckat gefillt und nach Kapfhammer weiter verarbeitet. Neben 
Carnitin- und Mischfraktionen werden 30 mg Cholingoldsalz vom Schmelz- 
punkt 240° erhalten. Die Mischfraktionen werden nicht weiter aufgeteilt. 

Zugesetztes Cholin kann also eindeutig wieder nachgewiesen werden. 


Versuch 18: 1,5 kg Halsmuskel, miinnliches Rind, 1 Jahr alt, werden 
15 Minuten nach Tétung des Tieres und sofort nach der Herausnahme in 
Alkohol gebracht und nach Kapfhammer verarbeitet. Der Reineckat- 
niederschlag ist sehr reichlich. Er lést sich aber zum gréBten Teil wieder 
in Alkohol auf. Die fraktionierte Goldfillung ergibt 0,640 g Carnitingold- 
chlorid vom Schmelzp. 154° und 39,82°/, Au. 

Aus der Mutterlauge werden noch 5,9 mg Goldsalz (Bliittchen) erhalten 
vom Schmelzp. 162°. 5,095 mg ergeben 3,33 mg CO,, 1,52mg H,O und 
2,04 mg Au. Gef.: C 17,82 H 3,34 Au 40,04. Die Mutterlauge von dieser 
Fraktion wird biologisch wie in Versuch 6 gepriift. Sie ergibt keinen An- 
halt fiir Acetylcholin. 

Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 14: 2kg Halsmuskel, minnliches Rind, 1 Jahr alt, werden 
sofort in eigroBen Stiicken unter Alkohol gebracht und nach Kapfhammer 
verarbeitet. Zeit von der Tétung des Tieres bis zur Herausnahme des Ge- 
webes 20 Minuten. Zur biologischen Priifung werden 5°/, vor und 5°), 
nach der Reinigung mit Trichloressigsiiure abgenommen. Beide zeigen am 
Kaninchendarm in verschiedenen Verdiinnungsgraden nur eine Hemmung. 
Den gleichen Befund ergibt das zerlegte Reineckat (!/,, der Menge wurde 
abgenommen). Der aus Aceton-Benzol umgefiillte Reineckatrest wiegt 
3,028 g. Daraus 1iBt sich 0,8 g Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 153—154° 
gewinnen. AuBerdem werden wenige Milligramm kleine, gelbe Drusen er- 
halten, die bei 90° sintern und bei 135° zerflieBen. 

Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch und Acetylcholin auch bio- 
logisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 15: 2 kg Halsmuskel yom Rind werden nach Kapfhammer 
verarbeitet. Vor der Trichloressigsiurereinigung wird 8,5°/, zur biologischen 
Priifung abgenommen. Am Kaninchendarm ist nur eine Hemmung fest- 
zustellen. Die weitere chemische Verarbeitung ergibt: 2,615 g aus Aceton- 
Benzol umgefiilltes Reineckat. Daraus lassen sich darstellen: 1,323 g Carni- 
tingoldchlorid vom Schmelzp. 154—155° und C 16,87, H 3,29, Au 40,12. Da- 
neben werden wenige Milligramm derbe Nadeln erhalten. 
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Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch und Acetylcholin auch bio- 
logisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 16: 2,5 kg Halsmuskel, miinnliches Rind, 1 Jahr alt, werden 
nach Kapfhammer verarbeitet, jedoch mit der Abiinderung, daf das Rei- 
neckat in Fraktionen gefillt wird. Da das Cholin- bzw. Acetylcholinrei- 
neckat sehr schwer léslich ist, miiBte es in der ersten Fraktion angereichert 
sein. Aus Aceton—Benzol umgefilit werden erhalten: I. Fraktion 1,416 g, 
If. Fraktion 3,790 g. Die dritte Fraktion ziegelrote, derbe Krystalle (anorga- 
nisch) wird verworfen. — Die erste Fraktion wird mit Ag,SO, und BaCl, 
zerlegt, auf 100 ccm eingeengt und diese geteilt. Um den Arbeitsverlust zu 
ermitteln, werden 50 ccm wiederum mit Reineckat gefiillt, mit Alkohol nach- 
gewaschen und aus Aceton—Benzol umgefiillt. Es werden dabei insgesamt 
10°/, verloren. Die zweiten 50 cem werden eingeengt und mit Goldchlorid 
cefillt. Erhalten: 0,550 g Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 154—155°. 

Die zweite Fraktion wird wie iiblich aufgearbeitet. Es kann hieraus 
weder Carnitin noch Cholin dargestellt werden. 

Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch 17: 1 kg Halsmuskel, miinnliches Rind, 1 Jahr alt, wird 
15 Minuten nach dem Tode des Tieres gekocht, eingedampft und dann 
weiter nach Kapfhammer verarbeitet. Erhalten: 0,659 g aus Aceton—Benzol 
umgefilltes Reineckat. Daraus dargestellt: 0,141 g Carnitingoldsalz vom 
Schmelzp. 151—153° und C 16,70, H 3,20, Au 39,51. Erhalten werden 
weitere 18 mg eines Goldsalzes, das bei 146° sintert und bei 190° schmilzt. 

Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 18: (Vgl. Vers. 22.) 2 kg Bauchmuskel, minnliches Rind, 
2 Jahre alt, werden nach Kapfhammer verarbeitet. Erhalten: 13,881 g aus 
Aceton—Benzol umgefiilltes Reineckat. Daraus dargestellt: 5,787 g Carnitin- 
goldsalz vom Schmelzp. 154° und C 16,80, H 3,21, Au 39,50. Um auch fiir 
die leichter léslichen Reineckate und den Waschalkohol auszuschlieBen, 
daB etwa Cholin hineingelangt ist, werden diese wie tiblich zerlegt. Es 
werden nochmals zwei kleine Carnitinfraktionen erhalten: 0,145 g Goldsalz 
vom Schmelzp. 155° und 0,120 g vom Schmelzp. 156°. Daneben werden 
3 Fraktionen mit insgesamt 1,3 g Goldsalz als glinzende Blattchen erhalten, 
die bei 168° aufschiiumen und C 10,68, H 1,85, Au 43,31 enthalten (Kreatinin- 
goldsalz). Weiterhin erhielten wir 85 mg Goldsalz (Prismen), die bei 148° 
sintern und bei 185° schmelzen. 

Cholin oder Acetylcholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 19: (Vgl. Versuch 23 und 24). 1,5 kg Bauchmuskel, miinn- 
liches Rind, 1 Jahr alt, werden nach Kapfhammer aufgearbeitet. Erhalten: 
6,164 g aus Aceton—Benzol umgefiilltes Reineckat. Daraus dargestellt: 
0,963 g Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 154° und C 16,78, H 3,31, Au 39,51.— 
Bei salzsaurer Reaktion werden noch 0,322 g Carnitingoldsalz vom Schmelz- 
punkt 155° erhalten. —- Daneben fand sich ein Goldsalz, das bei 150° sintert 
und bei 205° sehmilzt. Durch Umkrystallisieren lift es sich nicht weiter 
aufteilen. Dieses wird daraufhin mit H,S vom Gold befreit, im Vakuum 
eingedampft, mit Acetylchlorid acetyliert und biologisch am Miiusedarm 
und Froschrektus gepriift. Beide Teste ergeben die gleiche Wirkung wie 
etwa 5mg Acetyleholin. Die Wirkung ist durch Atropin ausliéschbar. 

Cholin oder Acetylcholin kénnen chemisch nicht nachgewiesen werden. 
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Versuch 20: 2 kg Halsmuskel, minnliches Rind, 2 Jahre alt, werden 
nach Kinoshita verarbeitet. Bei der Goldfadllung werden als erste Fraktion 
erhalten: 0,382 g Goldsalz vom Schmelzp. 101° und C 20,16, H 3,90, Au 37,51 
(Carnitindthylester). — Die weiteren unreinen Fraktionen werden mit der 
Mutterlauge vereinigt, mit H,S vom Gold befreit, eingeengt und nochmals 
mit Goldchlorid gefallt. Die anfangs dlige Fiallung wird aus verdiinnter 
Salzsiure umkrystallisiert. Es scheiden sich 3 Sorten von Krystallen ab, 
die mechanisch getrennt werden. Nach Umkrystallisieren lassen sich 0,618 ¢ 
Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 154° und 39,73°/, Au erhalten. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 21: 1 kg Halsmuskel, minnliches Rind, 1 Jahr alt, wird 
nach Kinoshita mit der Abanderung aufgearbeitet, daB der Queck- 
silberniederschlag mit heiBem Wasser ausgezogen und nach dem Zerlegen 
mit H,S das HgS abfiltriert wird. Neben einer reichlichen, dligen Fallung 
wird erhalten: 0,296 g Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 154° und C 16,47, 
H 3,42, Au 39,38. Simtliche Riickstinde von der Goldfallung werden ver- 
einigt, mit H,S vom Gold befreit und als Reineckat gefillt. Dieses wird 
wie iiblich zerlegt und mit Goldchlorid gefillt. Es werden nochmals 23 mg 
Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 153—155° erhalten. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 22: (Vgl. Versuch 18.) 2 kg Bauchmuskel, minnliches Rind, 
1 Jahr alt, werden sofort aufgekocht und nach unserem Verfahren IA ver- 
arbeitet. Bei der Goldfillung werden erhalten: 9,741 g Carnitingoldsalz 
vom Schmelzp. 155° und C 16,71, H 3,20, Au 39,47. Die Mutterlaugen und 
Riickstinde werden mit H,S vom Gold befreit, als Reineckat gefallt und 
wie iiblich zerlegt. Die jetzige Goldfillung ergibt noch: 0,232 g Goldsalz, 
das bei 150° sintert und bei 205° aufschiiumt. Dieses Goldsalz ist schwerer 
léslich als das vom Carnitin. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 28: (Vgl. Versuche 19 und 24.) 1,35 kg Halsmuskel, vom 
gleichen Rind wie Versuch 19, wird sofort gekocht und nach unserem Ver- 
fahren IA verarbeitet. Bei der Goldfillung wird erhalten: 1,394 g Carnitin- 
goldsalz vom Schmelzp. 155° und C 16,79, H 3,17, Au 39,49. — Die Mutter- 
laugen und Riickstiinde der Goldfillung werden mit H,S vom Gold befreit, 
neutralisiert, als Reineckat gefillt und dieses wie iiblich verarbeitet. Die 
saure Goldfillung ergibt neben 0,223 g Carnitingoldsalz vom Schmelzp. 155° 
noch 0,559 g Goldsalz (Blittchen und wenig kleine Prismen), das bei 150° 
sintert und bei 205° aufschiumt. Durch Umkrystallisieren li8t sich das 
Goldsalz nicht aufsplittern. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 


Versuch 24: (Vgl. Versuche 19 und 23.) 1,5 kg Bauchmuskel, vom 
gleichen Rind wie Versuch 19, wird sofort gekocht und nach unserem Ver- 
fahren IA verarbeitet. Bei der Goldfillung wird erhalten: 2,445 g Carnitin- 
goldsalz vom Schmelzp. 155° und C 16,69, H 3,24, Au 39,36. — Die Mutter- 
laugen und Riickstinde der Goldfiallung werden wie in Versuch 23 ver- 
arbeitet. Erhalten neben einer Carnitingoldsalzfraktion von 0,186 g vom 
Schmelzp. 155° noch 0,348 g Goldsalz, das bei 145° sintert und bei 200 
bis 205° schmilzt. 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 
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Versuch 25: 2 kg Halsmuskel, minnliches Rind, 1 Jahr alt, werden 
sofort nach der Entnahme in eigroBen Stiicken in die doppelte Menge 
Alkohol eingelegt und am folgenden Tage nach unserem Verfahren IA ver- 
arbeitet. Bei der Goldfillung wird erhalten: 1,407 g Carnitingoldsalz vom 
Schmelzp. 154—155° und C 16,70, H 3,25, Au 39,81. — Die Mutterlauge und 
Riickstinde der Goldfallung werden mit H,S vom Gold befreit, neutralisiert 
und als Reineckat gefallt. Dieses wird wie iiblich umgesetzt und mit saurem 
Goldchlorid gefillt. Neben einer Carnitingoldchloridfraktion von 0,324 g 
vom Schmelzp. 155° werden erhalten: 96 mg hellgelbe, runde durchsichtige 
Kugeln, die bei 145° sintern und bei 175° schmelzen; auBerdem etwa 30 mg 
Goldsalzgemisch (Nadeln und Blittchen). 

Cholin kann chemisch nicht nachgewiesen werden. 

In der folgenden Tabelle ist der Gehalt an Carnitinchlorid in Gramm 
zusammengestellt, der sich aus unseren Ergebnissen fiir das Kilogramm Frisch- 
cewebe errechnet. Die erste Zeile enthilt die Angabe iiber den dazu ge- 
hérenden Versuch und in den eingeklammerten rémischen Zahlen die Art 
der Verarbeitung: IA = unsere, I] =die nach Kapfhammer, LI = die 
nach Kinoshita. Der Gehalt schwankt auch bei dem gleichen Verfahren 
erheblich. In den Versuchen 18 und 22 ist Halsmuskel, in 19 und 24 
Bauchmuskel verglichen: Verarbeitung IA ergibt die héchsten Werte. Im 
Versuch 23 ist Halsmuskel des gleichen Tieres wie in 19 und 24 ver- 
arbeitet. Einen besonders tiefen Wert ergibt der Versuch 17, in dem die 
Verfahren I und II zusammen angewendet worden sind. 


6(1A) 11(1A) 13(D 14 (121) 15(1h 16(1b 20 (III) 21 (IID) 
0,403 0,205 0,168 0,182 0,282 0,173 0,198 0,126 


17 JA +11) 25 (IA) i8(II) 22(fA) 19(ID 23([A) 24(IA) 
kombiniert Alkohol gleicher Muskel Muskel vom gleichen Tier 
0,056 0,341 1,193 1,920 0,388 0,472 0,692 


Um festzustellen, ob Muskelgewebe in gréBerem Umfang Cholin fer- 
mentativ abbauen kann, wird folgendermaBen vorgegangen: 1 bzw. 2 ¢ 
lebensfrisches Muskelgewebe werden in 3 ccm Phosphatpufferlésung nach 
Sérensen (py = 6,81) mit Quarzsand fein zerrieben. Dazu werden noch- 
mals 3 cem Pufferlésung gegeben, die etwa 30 mg Cholinchlorid enthalten. 
Ein Teil der Ansitze wird sofort (d. h. 15 Minuten nach der Herausnahme 
des Gewebes), der andere nach 5dstiindigem Stehen bei 37° verarbeitet. — 
Das Cholin wird dem Muskelbrei durch 3maliges Auskochen mit je etwa 
20 cem Alkohol entzogen, dieser im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
mehrmals mit absolutem Alkohol ausgezogen, dieser wiederum verdampft 
und in 3—4 cem verdiinnter Salzsiiure mit 50°/,iger Goldchloridlésung ge- 
fillt. In Versuchen ohne Gewebe werden etwa 75°/, des zugesetzten 


Cholins wiedergefunden. — In den Versuchen 1—2 stammt das Gewebe 
vom nichtschwangeren menschlichen Uterus; in 3—7 vom schwangeren 
menschlichen Uterus; in 8—10 vom Skelettmuskel des Kaninchens. — Die 


senkrechten Reihen bezeichnen: Reihe 1 = Versuch; Reihe 2 = Gewebe in 
Gramm; Reihe 3 = zugesetztes Cholinchlorid in Milligramm; Reihe 4 = 
wiedergefundenes Cholinchlorid in Milligramm bei sofortiger Verarbeitung. 
Dahinter eingeklammert das erhaltene Goldsalz mit Schmelzpunkt; Reihe 5 = 
das nach 5stiindigem Stehen wiedererhaltene Cholinchlorid in Milligramm 
und dahinter eingeklammert die erhaltenen Goldsalzmengen. -- Die folgende 
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Tabelle ergibt, daB sich alle Gewebe gleichartig verhalten. Im Durch- 
schnitt lassen sich von den sofort verarbeiteten 72,5°/, und von den nach 
5 Stunden verarbeiteten 71,1°/, zuriickgewinnen. Um zu zeigen, daB ein 
Unterschied nicht etwa durch die im Versuch gewihlten unphysiologischen 
Mengenverhiltnisse verdeckt worden ist, haben wir noch die nachfolgende 
Versuchsreihe angesetzt. 





Sofort Nach 

















Versuch | Gewicht Zuges. , 
wiedergefunden 5 Stunden 
1 1 32,26 24,41 (77,5; 256°) | 24,82 (77,2; 256% 
2 1 32,26 24,38 (17,4; 255%) | 25,51 (81,0; 256°) 
3 1 29,52 22,71 (72,1; 259% | 22,18 (70,4; 258° 
4 2 29,52 | 21,15 (67,1; 254% | 19,78 (62,8; 256°) 
5 2 29,52 20,79 (66,0; 254°) | 20,48 (65,0; 258°) 
6 2 29,52 20,22 (64,2; 256°) | 19,97 (63,4; 254°) 
7 2 29,52 21,14 (67,1; 254°) | 19,66 (62,4; 256% 
8 1 29,52 20,63 (65,5; 253°) | 19,60 (62,5; 252°) 
9 1 39,80 28,70 (91,0; 256% | 28,70 (91,0; 255° 
10 1 29,52 21,39 (67,9; 248°) | 20,85 (66,2; 246°) 


In der folgenden Versuchsreihe werden je 200g Muskelbrei, die 
lebensfrisch vom gleichen Rind erhalten worden sind, nach unserem Ver- 
fahren verarbeitet. Vor der Quecksilberfillung wird vom absolut-alkoholi- 
schen Extrakt ein Anteil abgenommen, zur Trockne gebracht und mit 
Acetylchlorid behandelt. Das iiberschiissige Acetylchlorid wird verjagt, 
der Riickstand in Wasser aufgenommen, neutralisiert und auf seine Wirkung 
am sensibilisierten Froschrektus'*) im Vergleich zu Acetylcholin gepriift. 

1. 5 cem Standardlésung, die 50 mg Cholinchlorid enthalt (abgewogen 
aus einem Industriepriparat), wird allein wie Muskel verarbeitet. Wieder- 
gefunden werden 41 mg Cholinchlorid. 

2. 200 g des verwendeten Muskelbreis allein verarbeitet ergeben eine 
Wirkung entsprechend etwa 1 mg Cholinchlorid. 

3. 200 g Muskelbrei werden in 400 cem Alkohol eingelegt, der 50 mg 
Cholinchlorid enthiilt. Wiedergefunden werden 40 mg Cholinchlorid. 

4, 200 g Muskelbrei werden frisch mit 5 cem Standardlésung = 50 mg 
Cholinchlorid versetzt und nach 10 Minuten verarbeitet. Wiedergefunden 
werden 41 mg Cholinchlorid. 

Muskel ist also nicht imstande, zugesetztes Cholinchlorid zum Ver- 


schwinden zu bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Im Skelettmuskel vom Rind und Hund kann chemisch weder 
freies Cholin noch Acetylcholin nachgewiesen werden. 

2. Acetylcholin kann im Skelettmuskei auch biologisch nicht 
nachgewiesen werden, gepriift am Kaninchen- und Mausedarm, 
sowie am Froschrektus. 
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3. In Hund- und Rindermuskel wichst das freie Cholin beim 


Lagern bei 37° in chemisch faBbarer Menge nicht an. (In Gegen- 
satz zu Leber und Placenta.) 


4. Im wiBrigen Auszug aus Skelettmuskel kann durch Hydro- 


lyse bei der Goldfallung kein Cholin erhalten werden. (In Gegen- 
satz zu Leber und Placenta.) 


5. Skelettmuskel baut zugesetztes Cholin nicht ab. 
6. Das von Kinoshita aus Skelettmuskel ermittelte Cholin 


und ebenso das von Bischoff und Mitarbeiter gefundene Acetyl- 
cholin ist wahrscheinlich durch Carnitin vorgetiuscht worden. 


7. In Rindermuskeln fanden wir mit unserem Verfahren 


einen Gehalt von 0,02—0,2°/, Carnitinchlorid. 


Eine dankenswerte geldliche Beihilfe der Rockefeller-Foun- 


dation erméglichte diese Untersuchung durchzufiihren. 
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Decarboxylierung der Mesoxalsaure 
durch Glycerinaldehyd und Methylglyoxal. 


Von 
Kurt Ballowitz und Rolf Meier. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Miirz 1935.) 


Seitdem die Triosen als normale Zwischenstufen der Kohlen- | 


hydratspaltung erkannt sind und von Neuberg in hohem Prozen‘ 
gehalt bei der enzymatischen Hexosenspaltung nachgewiesen 
wurden, sind sie als die erste Phase des Spaltungsvorganges an- 


zusehen, die danach zu den folgenden Reaktionen des weiteren | 
Abbaues bzw. der Resynthese iiberleitet. O. Meyerhof und | 


K. Lohmann!) gelang es darauf, im Muskelsaft ein Ferment 
nachzuweisen, das eine enzymatische Gleichgewichtsreaktion zwischen 
Hexosediphosphorsiure und Dioxyacetonphosphorsiaure herstellt, 
also diese erste Phase stabilisiert. Des weiteren ist als ein der- 


artiges Zwischenprodukt die Brenztraubensiiure aufzufassen, au! | 


deren Fahigkeit, Phosphatreste auf die Adenylsiure als Phospho- 
brenztraubensiure zu iibertragen, J. Kk. Parnas, P. Ostern und 
T. Mann’) kiirzlich hinwiesen. Wiahrend jedoch bei diesen Ver- 
suchen — um nur wenige Beispiele anzufiihren — nur eine 
wichtige Phase eines Stoffwechselprozesses aufgezeigt wurde. 
scheinen im Organismus die verschiedensten Abbauprozesse und 
Resynthesen, die teils als Fermentreaktion, teils aber auch als 
spezifische Organfunktion aufzufassen sind, vor sich zu gehen. Mit 
Hilfe der Angiostomiemethode gelang es E.S. London, E. F. Iwa- 
nenko und IJ. M. Prochorowa’), den wechselnden Gehalt des 
Blutes an Brenztraubensiure und Methylglyoxal vor und nach 
der Durchstrémung durch die einzelnen Organe nachzuweisen. 
Zur Deutung dieser Erscheinung, die die Organspezifitiit gewisser 
Stoffwechselprozesse erneut deutlich zeigt, kénnen Reaktionex 
zwischen Kohlehydratspaltprodukten und Ketoverbindungen, bei 
denen eine Decarboxylierung herbeigefiihrt wird, herangezogen 
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werden, wie R. Meier und K. Ballowitz‘) vorher zeigten. Es 
wurde bei diesen Versuchen vor allem die Umsetzung von Gly- 
cerinaldehyd, Dioxyaceton und Methylglyoxal mit Glyoxal, Gly- 
oxylsiure und Brenztraubensiure im Phosphatgemisch beschrieben. 
Um einerseits weitere Anhaltspunkte fiir die Ubertragbarkeit 
dieser Reaktionen auf biologische Prozesse zu gewinnen, anderer- 
seits aber auch, um einen Hinblick in die strukturchemischen 
Bedingungen, unter denen diese Reaktionen eintreten, zu erhalten, 
erschienen weitere Untersuchungen mit iihnlichen Verbindungen 
wiinschenswert. Es wurden jetzt neben Glycerinaldehyd und 
Methylglyoxal als zweiter Reaktionspartner die Mesoxalsiure, die 
Malonsiure und die Tartronsiure gewihlt, die ein besonders gutes 
Vergleichsmaterial beziiglich der reaktionskinetischen Bedingungen 
wegen ihrer gleichen C-Anzahl bildeten. 

In der friiher beschriebenen Weise*) wurde mit Hilfe der 


Warburgschen Methode die Beeinflussung der Oxydation von 
Glycerinaldehyd bzw. Methylglyoxal (4,5 mg) bei Zusatz einer der 


oben angegebenen Carboxylsiuren in verschiedenen Mengen zum 
Phosphatgemisch p,, 7,4, dem eine bestimmte Menge Cu:- zugesetzt 
war, bei einer Temperatur von 38° gemessen. In einer zweiten 
Versuchsreihe wurde die Abspaltung der CO, bestimmt, wie in 
der Tabelle zur Darstellung gebracht ist. Auch bei diesen Ver- 
suchen wurde in Kontrollbestimmungen die in der KOH gebun- 
dene CO, direkt gemessen, die Ergebnisse stimmten mit denen 
der Warburgschen Anordnung iiberein. Die Mesoxalsiure, die 
Malonsaéure und die Tartronsiure lieferte die Schering-Kahl- 
baum A.-G., Berlin. 

Werden diese Siuren, von denen vor allem die Mesoxalsiiure 
gepriift wurde, im Phosphatgemisch mit Schwermetallkatalysator 
iiber Stunden geschiittelt, so laBt sich keinerlei O,-Aufnahme oder 
CO,-Abspaltung nachweisen. Bei Gegenwart von Glycerinaldehyd 
zeigt dagegen die Mesoxalsiure eine deutliche Reaktionsfihigkeit, 
bei der vor allem die CO,-Bildung auffallt, wihrend mit Malon- 
siure und T'artronsiure keine Beeinflussung der schon von Wind 
angegebenen Spontanoxydation des Glycerinaldehyds nachweisbar 
ist. Hierbei spielt die Erniedrigung des p,, durch die zugesetzte 
Siure, wie Kontrolluntersuchungen nach Alkalisierung auf den 
gleichen p,, von 7,4 ergaben, keine Rolle. 

Fig. 1 zeigt einen Versuch, bei dem zu Glycerinaldehyd in 
steigenden Mengen Mesoxalsiure zugesetzt wurde. Der Vergleich 
mit der friiher mit Brenztraubensiure von uns ausgefiihrten 
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Reaktion ergibt, daB hier kein wesentlicher Unterschied in dem 
Kurvenverlauf der Sauerstoffzehrung vorhanden ist. Die Steige- 
rung des O,-Verbrauchs bei geringen Zusitzen, die Hemmung bei 




















Fig. 1. 


Oxydation von Glycerinaldehyd bei Zusatz von Mesoxalsiure. 
Phosphatgemisch py 7,4. CuSO, m/2500. Abszisse Zeitin Stunden. Ordinate: verbrauchte 
emm Og. Kurve a): Oxydation von 4,5 mg Glycerinaldehyd. Zusatz hierzu bei b) von 
6,8 mg = 0,05 mMol, bei c) von 13,6 mg = 0,1 mMol, bei d) von 27,2 mg = 0,2 mMol, bei e) 

von 54,4 mg = 0,4 mMol, bei f) von 136 mg = 1,0 mMol Mesoxalsiiure. 


gréBeren Mengen an Mesoxalsiiure ist die gleiche. Wie die Uber- 
sicht der Tabelle jedoch zeigt, ist die CO,-Abspaltung entspre- 
chend dem héheren O,-Gehalt der Mesoxalsiure gegeniiber der 
Brenztraubensiure gréBer. 

Werden dieselben Versuche mit Malonsiiure oder Tartron- 
siiure ausgefiihrt, so ist keine Anderung des O,-Verbrauchs gegen- 
iiber dem Leerversuch festzustellen, ebenso ist keine gesteigerte 
6O,-Abspaltung vorhanden, es wurde z. B. bei Zusatz von 0,1 mMol 
dieser Siuren zu 4,5 mg Glycerinaldehyd nach 4 Stunden ein 
R. Q. von 0,25 bzw 0,24 gemessen. 

Ein gegeniiber der Brenztraubenséure ginzlich anderes Ver- 
halten zeigt das Methylglyoxal bei Zusatz von Mesoxalsiure. 
Hier ist der Kurvenverlauf (Fig. 2) im ganzen langsam ansteigend, 
eine anfangs stirkere Erhebung wird von einer zweiten gegen 
Kinde des Versuchs nach etwa 6 Stunden abgeldst. DaB dieser 
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Fig. 2 


Oxydation von Methylglyoxal, 


(4,5 mg, Kurve a) bei Zusatz von Mesoxalsiure. Kurve b) 13,6 mg, c) 27,2 mg, d@) 40,8 mg 


Mesoxalsiiure. 
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Kurvenverlauf einen Hinweis auf die verschieden leichte Oxydier- 
barkeit der beiden Carboxylgruppen analog den beiden Phasen 
des Dissoziationsgrades der Mesoxalsiure darstellt, kann zutreffen. 
Bei héheren Konzentrationen an Siure tritt darauf eine deutliche 
Hemmung der Oxydationsreaktion ein. Die auch hier duBerst 
energische CO,-Abspaltung ist in der Tabelle zur Darstellung 
gebracht. Gegeniiber der Mesoxalsiiure ist bei der Malonsiure 
und Tartronséure eine Reaktion mit Methylglyoxal nicht nach- 
weisbar. 
Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wenn auch der Mesoxalsiure nicht die physiologische Be- 
deutung zukommt wie etwa der Brenztraubensiure, diese aufgezeigten 
Reaktionen daher keine direkten Hinweise auf die Stoffwechsel- 
vorgange des Organismus geben kénnen, so bieten sie jedoch 
grofes Interesse in reaktionskinetischer Beziehung. Auffallend 
ist hierbei, daB Glycerinaldehyd + Brenztraubensiure und Glycerin- 
aldehyd + Mesoxalsiure sich in ihrem Oxydationsverlauf kaum 
unterscheiden, wihrend bei Methylglyoxal + Brenztraubensiure 
und Methylglyoxal + Mesoxalsiiure ein wesentlicher Unterschied 
besteht. Es miissen daher komplizierte Umlagerungen wihrend 
der Oxydation anzunehmen sein, die diese Verschiedenheiten ver- 
ursachen. Von besonderer Wichtigkeit ist jedoch, da’ Malonsaure 
und Tartronsiure nicht reagieren, daB also auch hier die Keto- 
gruppe in a-Stellung zu der Carboxylgruppe ausschlaggebend fiir 
das Zustandekommen der Reaktion ist. 
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Uber die Struktur von Zahnstein. 
(Calculus dentalis supragingivalis.) 
Von 
H. Philipp. 

Mit 1 Figur auf Tafel ITI, 


(I. Chem. Universitatslaboratorium, Wien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mirz 1935.) 


Von den vielen Arbeiten’), die sich mit dem Zahnstein be- 
schaftigen, befassen sich nur sehr wenige mit der chemischen 
Zusammensetzung dieses Konkrementes, das sich an den Zahn- 
fliichen, besonders bei ungeniigender Zahnpflege, bildet. Sie’) 
kommen zu dem SchluB, daB der Zahnstein zu 75°/, aus an- 
organischer und zu 25°/, aus organischer Substanz besteht. Der 
anorganische Teil soll dabei hauptsichlich aus Calciumphosphat 
und Calciumcarbonat bestehen, wobei das Phosphat etwa um das 
6—T7 fache das Carbonat iiberwiegt, und schlieBlich sollen noch 
geringe Spuren von Fe, Mg, K, Na, SO‘, Cl’, und SiO, enthalten 
sein. Erst in einer neueren Arbeit hat F. Angel auf Veranlassung 
von K. H. Urbantschitsch*) Zahnsteinschliffe auf optisch-krystallo- 
graphischem Wege untersucht und hierbei festgestellt, daB das 
im Zahnstein vorhandene CaCO, in Form von Aragonit vor- 
liegt, waihrend das krystallisierte Phosphatmineral ,,Metabrushité 
4Ca,P,0, 3H,O) sein sollte. Beziiglich des CaCO, glaubte F. Angel 
auf Grund des positiven Ausfalles der Meigenschen Reaktion 
dieses als Aragonit identifizieren zu kénnen, wahrend er fiir das 
Caleiumphosphat die Apatitgruppe ausschied, da diese optisch 
einachsig negativ-gebaute Krystallarten bildet, und das krystalli- 
sierte Phosphatmineral des Zahnsteins sich als optisch einachsig 
positiv erwies; er schlo® daher, wegen der nadeligen Wachstums- 
form der Phosphatkrystillchen im Zahnstein, auf ,,.Metabrushit. 
Zunichst ist aber die Meigensche Reaktion sehr unzuverlissig, 
wihrend die viel prizisere Feigl-Leitmeiersche Reaktion‘), die 
ebenfalls zur Unterscheidung zwischen Calcit und Aragonit dient, 
am Zahnstein fehlt, und auBerdem konnte Herr Prof. Marchet 
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vom Mineralogisch-Petrographischen Universitits-Institut in Wien, 
dem ich auch an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank fiir 
seine Bemiihungen aussprechen méchte, in unseren Zahnstein- 
diinnschliffen dieses Mineral nicht feststellen. Dagegen stellte er 
fest, daB das krystallisierte Phosphatmineral unserer Zahnstein- 
schliffe sich im Gegensatz zu F. Angel nicht einachsig positiy, 
sondern zweiachsig negativ verhilt. Wegen dieser Diskrepanz 
der beiden optisch-krystallographischen Befunde, wurde nun, auf 
Anregung von Herrn Dr. Mathis®) vom Zahnirztlichen Universitits- 
Institut in Wien, von mir auf réntgenographischem Wege versucht, 
die Krystallstruktur des im Zahnstein befindlichen Phosphat- und 
Carbonat-Minerals zu bestimmen. Dies zu wissen, mu bei der 
Zahnsteinverhiitung und Bekiimpfung von Wert sein. 

Das Ergebnis dieser Untersuchung sei nun im folgenden kurz 
mitgeteilt: Es wurden Pulveraufnahmen nach dem Debye- 
Scherrer-Verfahren (Cu-K,-Strahlung, Kameradurchmesser 
57,3 mm) von verschiedenen Apatiten und Brushiten einerseits 
und Zahnstein andererseits hergestellt und durch einen Vergleich 
dieser Aufnahmen leicht festgestellt, daB das im Zahnstein vor- 
handene Phosphatmineral in die Apatitgruppe gehort (vgl. Taf. I, 
a—c). Von Metabrushit konnte leider keine Vergleichsaufnahme 
gemacht werden, da dieser nirgends aufgetrieben werden konnte, 
doch diirfte sein Diagramm sehr dhnlich dem von Brushit sein, 
da er sich optisch genau so verhilt wie dieser®), seine Existenz 
schon éfters angezweifelt wurde’) und es gar nicht sicher ist, ob 
nicht dort, wo er angenommen wurde, Verwechslungen mit Brushit 
vorliegen. 

Da die Apatitstruktur des Zahnsteins nun einmal mit Hilfe 
der Pulveraufnahmen festgestellt war, wurde weiter untersucht, 
um welchen Apatit es sich im Zahnstein eigentlich handelt. In 
Betracht kommen Fluor-, Chlor-, Hydroxyl- und Carbonat-Apatit. 
Von diesen scheidet der Fluor- und Chlor-Apatit sofort aus, da 
Fluor iiberhaupt nicht, und Chlor nur in geringen Spuren im 
Zahnstein vorhanden ist, wihrend zwischen Hydroxyl- und Carbonat- 
Apatit wohl unterschieden werden muf, da Carbonat im Zahnstein 
nachweisbar ist. Da aber im Réntgendiagramm weder Calcit- 
noch Aragonit-Linien festzustellen sind, muB man schlieBen, dab 
entweder ein Carbonatapatit, oder aber ein Hydroxylapatit neben 
sehr geringen Mengen CaCO, im Zahnstein vorliegt. 

Zwischen diesen beiden Méglichkeiten konnte auf folgende 
Weise entschieden werden: Zunichst kénnte man, da Hydroxyl- 
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und Carbonatapatit kleine Unterschiede im Pulverdiagramm zeigen 4), 
schon auf Grund der Réntgenaufnahmen vom Zahnstein diese 
Frage entscheiden. Da aber infolge der iuBerst mikrokrystallinen 
Beschaffenheit des Materials die Interferenzlinien nicht sehr scharf 
sind, und infolge der amorphen organischen Substanzen, die sich 
im Zahnstein vorfinden, ein erheblicher Schleier entsteht, konnte 
auf diese Weise die Frage nicht eindeutig entschieden werden, 
und es half daher hier eine andere Uberlegung weiter. 

Wie Trémel und Méller®’) zeigten, hat der bei der Aus- 
fillung von Calcium mit Phosphat in wiBriger Lésung entstehende 
Niederschlag stets die Zusammensetzung eines Hydroxylapatits 
(Ca,.(PO,),(OH),] und liefert auch, sowohl nach dem Trocknen bei 
110°, als auch nach dem Glihen bei 1000° ein Réntgendiagramm, 
das, abgesehen von ganz minimalen Abweichungen in den diuferen 
Glanzwinkeln, das gleiche Aussehen wie das Diagramm des Fluor- 
apatits hat. Dieser Hydroxylapatit ist also sehr stabil und gibt 
auch bei sehr hoher Temperatur kein Wasser ab. Wird aber die 
Fallung des Hydroxylapatits in der Weise vollzogen, daB der 
entstehende Niederschlag sich stets in einem phosphatreichen 
Medium befindet, und dadurch Gelegenheit hat, Phosphat zu ad- 
sorbieren, so liefert wohl der bei 110° getrocknete Niederschlag 
ein Apatit-Diagramm, nicht aber der bei 950° gegliihte. Bei dieser 
Temperatur tritt nimlich eine Reaktion des adsorbierten Phosphats 
mit dem Hydroxylapatit ein, und es bildet sich #-Tricalcium- 
phosphat, das ein giinzlich anderes Réntgendiagramm liefert. 
(Taf. I, f.) 

Bei der Abscheidung des Zahnsteins aus dem Speichel haben 
wir es nun auch mit einem ihnlichen Vorgang zu tun, nimlich 
der Ausscheidung von Calciumphosphat aus einer relativ phosphat- 
reichen Liésung (enthilt doch der Speichel viel mehr Phosphat 
als Calcium, und zwar vorwiegend anorganisches Phosphat). Es 
ist daher die Abscheidung von Hydroxylapatit mit Adsorption 
von Phosphat zu erwarten, der das normale Diagramm vom 
Apatitcharakter liefert (Taf. I, b—c), wihrend nach dem Gliihen 
bei 950° eine Umwandlung in f-Triphosphat zu erwarten ist. 
Ks wurde daher eine Probe von Zahnstein auf 950° erhitzt, und 
vom geglihten Produkt eine Pulveraufnahme gemacht, die tat- 
sichlich vollkommen die Linien des (#-Triphosphats zeigte. 
(Taf. I, e.) 

Da der Speichel aber auch NaHCO, enthialt, kiénnte eventuell 
eine Bildung von Carbonatapatit — unter gleichzeitiger Adsorp- 
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tion von Phosphat — eintreten, und dieser beim Gliihen bei 950° 
die gleiche Erscheinung wie der Hydroxylapatit zeigen, denn das 
diesbeziigliche Verhalten des Carbonatapatits ist nicht genigend 
studiert. Zunichst ist aber die Bildung von Carbonatapatit im 
Mund sehr unwabhrscheinlich, denn die Bildung von Carbonatapatit 
ist bisher nur beschrieben worden von Eitel?®) bei hoher Tempe- 
ratur und hohem CO,-Druck, und von Bredig’) durch langeres 
Kochen von Ca(OH), mit sehr konzentrierten Lésungen von NaHCO, 
und Na,PO,. Wenn aber trotzdem im Mund eine Bildung von 
Carbonatapatit eintreten solite, so gibt es noch ein anderes 
Kriterium, das zur Unterscheidung von Hydroxyl- und Carbonat- 
apatit, durch ihr Verhalten bei héherer Temperatur, herangezogen 
werden kann. Wahrend sich nimlich, wie Bredig®) nachwies, 
Carbonatapatit bei Temperaturen bis 600° nicht zersetzt (obwohl 
die Darstellung des Carbonatapatits in phosphatreichem Medium 
vor sich geht), vollzieht sich die Umwandlung des Hydroxylapatits 
in f-Triphosphat auch schon bei 600°, allerdings langsamer, wie 
ebenfalls Trémel und Méller®) zeigen konnten. Wir haben da- 
her fiir den Fall, daB es sich um Carbonatapatit handelt, nach 
dem Gliihen bei 600° nur eine Verschirfung der Linien infolge 
Wachsens der Krystillchen, fiir den Fall, daB es sich um Hydr- 
oxylapatit handelt, aber eine Umwandlung in #-Triphosphat zu 
erwarten. Es wurde also Zahnstein lingere Zeit auf 600° erhitzt, 
und die nachher hergestellte Réntgenaufnahme zeigte wieder das 
Diagramm des f-Triphosphats (Taf. I, d), wir haben es also mit 
einem Hydroxylapatit zu tun gehabt. 

Nachdem nun einmal die Struktur des Phosphatminerals des 
Zahnsteins festgestellt worden war, und weder auf réntgenogra- 
phischem noch von Prof. Marchet auf optisch-krystallographischem 
Wege Aragonit nachgewiesen werden konnte, wurden genaue 


chemische Analysen zur Feststellung des Ca-, P- und CO,-Gehaltes | 


angestellt. Diese Analysen, deren genauer Gang demniichst 
publiziert wird 5), ergaben folgende Resultate: 


CaO: 51,48°/, P,O,: 47,04 °/, CO,: 0,28 °/,. 


Wie diese Analysendaten zeigen, ist tatsichlich im Zahnstein 
so wenig CO, enthalten, dab es weder optisch-krystallographisch, 
noch réntgenographisch feststellbar ist. Andererseits entspricht 
aber der Calcium- und der Phosphatgehalt ungefihr der Zu- 
sammensetzung eines Tricalciumphosphates, was als weitere Be- 
stiitigung des réntgenographischen Befundes, daB es sich im 
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Zabnstein um einen Hydroxylapatit handelt, angesehen werden 
kann: denn wenn beim Gliihen eine Umwandlung des Hydroxy]- 
apatits in Triphosphat eintreten soll, muB ja, wie oben gezeigt 
wurde, eine Adsorption von Phosphat eintreten, was natiirlich 
zur Folge hat, daB die Zusammensetzung des ungegliihten Produktes 
schon ungefaihr der des Triphosphats entspricht. 

SchlieBlich sei aber noch darauf hingewiesen, da8 wohl der 
Befund von F. Angel, da das im Zahnstein befindliche Phos- 
phatmineral einachsig positiv sei, nicht aber der von Prof. Marchet, 
daB es sich um zweiachsig negative Krystallarten handelt, die 
Apatitgruppe unbedingt ausschlieBt, denn nach Hintze: ,,Hand- 
buch der Mineralogie“!!) sind bei Apatiten solche Anomalien 
keineswegs so selten, und es ist daher méglich, daB auch im 
Zabnstein eine solche Anomalie vorliegt, abgesehen davon, daB 
doch die optischen Eigenschaften des Hydroxylapatits noch gar 
nicht bekannt sind. 

Zum Schlu8 méchte ich noch bemerken, daB fiir die vor- 
liegenden Versuche der am meisten verbreitete gelblich-weiBe 
Zahnstein Verwendung fand. Da der sehr seltene grau-griine 
und der braune Zahnstein vielleicht eine andere Struktur zeigen, 
und die Zusammensetzung und das Verhiltnis der Komponenten 
zueinander z.B. von der Nahrung, oder anderen diuBeren Faktoren 
abhingen kann, wird diese Frage Gegenstand einer weiteren 
Untersuchung bilden. 

Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB auf Grund von 
Réntgenaufnahmen nach der Debye-Scherrer-Methode das im 
Zahnstein enthaltene Phosphat der Apatitgruppe angehért, und 
zwar ist es wie aus seinem Verhalten bei héherer ’emperatur 
hervorgeht, ein Hydroxylapatit. Die chemische Zusammensetzung 
entspricht ungefihr der eines Tricalciumphosphates, da gemiB 
seiner Bildung aus dem Speichel Phosphat adsorbiert ist, das 
bei héherer Temperatur die Umwandlung des Hydroxylapatits 
in f-Tricalciumphosphat erméglicht. Daneben sind noch ganz 
geringe Mengen CO, im Zahnstein enthalten, von dem nicht sicher 
ist, ob es an Calcium gebunden ist, da seine Menge zu gering 
ist, um optisch-krystallographisch oder réntgenographisch fest- 
stellbar zu sein. 


Ich méchte nicht verfehlen, auch an dieser Stelle der Not- 
semeinschaft der Deutschen Wissenschaften fiir die Uber- 
lassung einer Réntgenréhre und der I. G. Farbenindustrie 
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- Ludwigshafen fiir die Zurverfiigungstellung der Hochspannungs- 
apparatur bestens zu danken. 
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Uber die enzymatische Dehydrierung der Citronensdure. 


Von 


Th. Wagner-Jauregg und H. Rauen. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Marz 1935.) 


T. Thunberg?) fand in Phosphatextrakten aus Gurken- 
samen eine Citricodehydrase. Da derartige Extrakte nur wenig 
Flavin enthalten (sie fluorescieren vor der Analysenquarzlampe 
rein graublau) erschienen sie uns fiir den Nachweis geeignet, ob 
auch die Dehydrierung der Citronensiure an die gleich- 
zeitige Anwesenheit von Flavinenzym, Co-Ferment und De- 
hydrase gekniipft ist, wie dies bei der Dehydrierung der 
Hexosemonophosphorsaure?), der Apfelsiure’), des Alko- 
hols4) und der Glucose') der Fall ist; orientierende Versuche 
mit Citronenséure und Froschmuskelextrakten sprachen in diesem 
Sinne’), Wie Tab. 1 zeigt, laBt sich tatsichlich auch die Wirkung 
der Gurkensamen-Citricodehydrase durch Zusatz von Co-Ferment, 
noch viel stirker aber durch Zugabe von ,gelbem Ferment“ 
(Flavinenzym) steigern. 


Tabelle L 


Dehydrierung der Citronensiure durch Methylenblau und 
Gurkensamenextrakt. Die Versuche wurden nach der bekannten Thun- 
berg-Methode in der von G. Ahlgren®) abgeiinderten Apparatur durch- 
gefihrt. Die elektrische Glihbirne war nicht im Thermostaten, sondern 
hinter dessen Milchglas-Riickwand angebracht, so daB die Réhrchen nicht 
direkter Belichtung ausgesetzt waren. 

Enzymlésung: Darstellung aus den geschiilten Samen der Gurke 
(cucumis sativa) durch Extraktion mit 0,87°/, igem sek. K-Phosphat nach 
T. Thunberg’). 


1) Biochem. Z. 206, 109 (1929). 

2) O. Warburg u. W. Christian, Naturw. 20, 688, 980 (1932). 

3) Th. Wagner-Jauregg, H. Rauen u. E. F. Méller, Diese Z. 228, 
273, (1934). 

4) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (19384). 

5) EK. Adler u. H. v. Euler, Diese Z. 232, 6 (1935). 

6) Skand. Arch. Physiol. 70, 192 (1934). 
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Flavinenzym: Priaparat aus Loéwenbriu-Hefe, mit Chloroform 
bei 37° gereinigt'). 1ccem der verwendeten Lésung entspricht 20—25 y 
Lactoflavin. 

Co-Ferment: Darstellung aus Pferdeblutzellen nach der, bei O. War- 
burg und W. Christian’) fir ,,Co-Ferment II“ angegebenen Vorschrift 
(,,Losung B“), 

Substrat: 384 mg wasserfreie Citronensiure mit 40 cem n/10-KOH 
und destilliertem H,O auf 100 cem aufgefiillt; die Lésung reagiert neutral 
gegen Lackmus. 


Methylenblau 1:5000; 0,5 cem pro Ansatz. Versuchstempe- 
ratur 37° 

















m/50- Co- Stnsin. 0,87 °/,ig.| Ent- 
: citronen- sek. K- [firbungs. 
ie, saures K Merment] ensym wicks Phosphat wt 
cem ecm cem cem cem cem in Min. 
1 1 0,5 — 0,4 i 60 
2 1 0,5 0,2 ) 0,2 _ 87 
3 1 0,5 ae 0,2 0,2 — 8 
4 1 0,5 0,2 0,2 a “ 1 
5 1 0,5 — 0,2 0,2 — > 300 
(aufgekocht) 
6 1 in 0,2 0,2 0,5 _ 170 
7 1 0,2 sve 0,7 sh 290 
8 1 _ see 0,2 0,7 ee 290 
9 se 0,5 0,2 0,2 ae 1 > 300 























Die Entfairbungszeit von 60 Minuten im Versuch Nr. 1 ohne 
Zusatz von Co-Ferment und Flavinenzym entspricht den An- 
gaben T. Thunbergs, der mit einer 6fach verdiinnteren Methylen- 
blaulésung unter ahnlichen Bedingungen Reduktionszeiten von 
9 Minuten fand. Ein Zusatz von Co-Ferment (Nr. 2) senkt die 
Entfairbungsdauer um etwa ein Drittel (87 Minuten), ein solcher 


von Flavinenzym auf 8 Minuten (Nr. 3), beides zusammen auf 


7 Minuten (Nr. 4), wihrend die Kontrollansitze mit aufgekochter 
Flavinenzymlésung, ohne Substrat bzw. ohne Dehydrase erst nach 
mehreren Stunden entfarbt werden (Nr. 5—9). Die Mengen 
gelben Fermentes, die zur maximalen Aktivierung ndétig sind, und 
die Abhingigkeit der Entfirbungszeiten vom Co-Ferment-Zusatz 
sind aus Tab. II ersichtlich. Diese Versuche zeigen, da’ im 


1) Darstellung nach O. Warburg und W. Christian, Biochem Z. 266, 
379 (1933); modifizierte Methode nach Th. Wagner-Jauregg, E. F. Moller 
und H. Rauen, Diese Z. 28), 55 (1935). 


2) Biochem. Z. 266, 406 (1935). 
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Enzymextrakt offenbar annihernd geniigend viel Co-Ferment 
enthalten ist, vom Flavinenzym aber eine zur Entfaltung der 
optimalen Wirkung nicht hinreichende Menge. 


Tabelle IL. 


Abhingigkeit der Entfirbungszeiten im Citronensiureversuch 


von der Menge des zugesetzten Flavinenzymes und Co-Fermentes. 


Je 1 ccm Gurkensamenextrakt; 0,5 cem m/50-citronensaures K; 0,5 cem 
Methylenblau 1: 5000; mit Flavinenzym- bzw. Co-Fermentlésung und dest. 
Wasser zu 2,4 ccm aufgefiillt. 37°. 





Zugesetzt y Lactoflavin Entfirbungszeit 

(als Flavinenzym) in Minuten 
0 35 
0,05 25 
0,1 17 
0,5 6 
2.5 4 
5 9 
Zugesetzt cem Co-Fermentlésung 
0 35 
0,1 29 
0,2 ) 
0,4 





In gleicher Weise wie mit Gurkensamen lieB sich auch mit 
Phosphatextrakten aus weiBen Bohnen die Mitwirkung des 
gelben Fermentes bei der Dehydrierung der Citronensiiure zeigen 
(Tab. IfIa, Vers. Nr. 1—4). Wie bereits eingangs erwiihnt, ist die 
Beteiligung von Flavinenzym nachgewiesen bei der Dehydrierung 
von Hexosemonophosphorsiure durch,,Zwischenferment“aus Ratten- 
blutkérperchen'), Hefe) oder Froschmuskulatur’), von Apfelsiure 
durch Froschmuskelenzym‘), von Alkohol durch ein Apozymase- 
praparat®). Da im Bohnenextrakt die entsprechenden Dehydrasen 
ebenfalls vorkommen, wurde versucht, ob sich auch mit diesen 
Substraten eine Verminderung der Entfirbungszeiten durch Zu- 
satz von gelbem Ferment und Co-Ferment hervorbringen lieBe. 
Aus den Versuchen der Tab. IIIa (Nr. 5—16) ist ersichtlich, daB 
dies tatsichlich der Fall war. Es liBt sich mit diesem Enzym- 





1) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 242, 206 (1931). 

%) §. 215, FuBnote 2. 

8) Th. Wagner-Jauregg, E. F. Moller u. H. Rauen, Diese Z. 231, 
55 (1935). 

*) S. 215, FuBnote 3. 5) S. 215, FuBnote 4. 
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material nicht nur die wesentliche Mitwirkung von Co-Ferment 
und gelbem Ferment an der Dehydrierung der Citronensiure, 
sondern auch am Abbau der Apfelsiure, Hexosemonophos- 
phorsiure und des Alkohols demonstrieren, Dagegen war 
dies nicht méglich mit einem Gurkensamen-Phosphatextrakt. 
(Tab. IIIb). Wohl war in den Versuchen mit Apfelsiure, Alkohol 
und Hexosemonophosphorsiure als Substraten eine starke Wirkung 
des Co-Fermentes zu beobachten, die durch Zugabe von Flavin- 
euzym aber nicht mehr gesteigert werden konnte (Vers. 5—16). 
In den Citronensiureansitzen (Nr. 1—4) war jedoch die Ver- 
kiirzung der Entfarbungszeiten bei Zusatz von Flavinenzym wieder 
sehr deutlich. Diese Versuche lassen es méglich erscheinen, daB 
die im Gurkenkernextrakt noch vorhandenen sehr geringen Mengen 
von Flavinenzym, zwar fiir die Dehydrierung der Hexosemono- 
phosphorsiiure, der Apfelsiiure und des Alkohols geniigen, nicht 
dagegen fiir die Oxydation der Citronensiure, daB also der Bedarf 
an Flavinenzym im Citronensiureversuch ein hdéherer ist. In 
Gegenwart von Blausiure ist die Dehydrierung der Citronen- 
siure durch Methylenblau erwartungsgemi8 nicht gehemmt. 
(Tab. IV). 
Tabelle IV. 


Dehydrierung der Citronensiure in Gegenwart 
und Abwesenheit von Blausiure bei 37°. 
Je Ansatz: 0,5 cem Methylenblau 1 : 5000, 
0,5 cem Bohnenextrakt, 
0,2 ecem m/50-citronensaures K, 
0,1 cem Flavinenzym (Konzentration wie in Tab. J), 
0,1 cem Co-Ferment, 
0,15 cem neutrale KCN-Lésung. 








Konzentration des KCN Entfirbungszeit 
in der Reaktionsmischung in Minuten 








0 12 
n/5000 13 
n/1000 12 
n/500 13 
n/100 13 


Phosphatausziige aus den Samen von Echinocystis lobata 
sind nach T. Broman?) Gurkensamenextrakten beziiglich ihrer 
Citricodehydrasewirkung iiberlegen. Unsere Versuche mit der- 
artigen Extrakten sowie mit solchen aus frischen Apfelsinen- 
kernen verliefen, was die Wirkung des Co-Fermentes und Flavin- 


1) Skand. Arch. Physiol. 64, 171 (1932). 
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enzymes anlangt, gleichsinnig wie die Gurken- und Bohnensame 


versuche. Die Entfarbungszeiten waren aber hier auch schon 
den Ansitzen, die nur Substrat und Enzym enthielten, rela 
kurze und lieBen sich durch Zugabe von Co-Ferment und gelb 
Ferment nur mehr wenig herabsetzen. Der Effekt der Zusit 
war also in diesem Falle ein geringer. Offenbar enthielten die 
Samen mehr Co-Ferment und Flavinenzym als die Bohnen- u 
Gurkensamen. Auch frischere Gurkenkerne waren fiir « 
Demonstration des Flavinenzymefiektes im allgemeinen wenig 
geeignet als altere Samen; die Extrakte aus ersteren zeigt 
nimlich oft schon mit Citronensiure allein, ohne Zusatz von C 
Ferment und Flavinenzym betrichtliches Reduktionsvermég 
gegen Methylenblau. (Vgl. z. B. die Versuche der Tab. | 
Danach scheint beim Aufbewahren der Samen die Dehydrase ih 
Aktivitit zu behalten, wihrend Co-Ferment nnd Flavinenzy 
allmihlich zerstért werden. 

Auch Phosphatextrakte aus Froschmuskel enthalten Citric 
dehydrase, deren Wirksamkeit sich durch Co-Ferment + Flavi 


enzym ebenfalls stark steigern libt (Tab. V, Vers.-Nr. 1—¢ 


Kontrollen mit aufgekochter Flavinenzymlésung und mit de 


Protein des gelben Fermentes (erhalten aus Flavinenzym dur¢ 


Abspaltung des Farbstoffes mit verdiinnter Salzsiiure) zeigten, d 


ausschlieBlich das intakte Flavinenzym die in Versuch Nr. 4 b¢ 


obachtete Verkiirzung der Entfirbungszeit hervorzurufen verma 
Nach der Dialyse zeigen die Froschmuskelextrakte folgende Ve 
iinderung ihrer enzymatischen Higenschaften: 1. Die Spontanredu 
tion der Enzymlésung wird durch Citronensiure nicht mehr g 
hemmt, sondern etwas beschleunigt (vgl. Vers.-Nr. 1 u. 5 m 
Zu. 11.) 2. Die Aktivierbarkeit durch Flavinenzym ist verschwund 
(vgl. Vers.-Nr. 2 u. 4 mit 8 u. 10). Die Aktivierbarkeit kann ab 
wieder hervorgebracht werden, wenn man dem dialysierten Enzy 
noch Kochsaft aus undialysierter Enzymlésung zusetzt (Vers.-Nr. | 
bis 18). Letztere Beobachtungen werden verstindlich, wenn m 
beriicksichtigt, daB die Dehydrierung der Citronensiiure zweife 
los iiber mehrere Stufen verlaéuft. Beziiglich der einzelnen Etapp 
des Abbaues ergibt sich nach unseren Versuchen folgendes: 
Ein erster Angriff auf die Citronensiure findet in eine 
enzymatischen System statt, dessen Komponenten dialysiert 
Froschmuskel-Phosphatextrakt (die Dehydrase enthaltend) und C 
Ferment (aus Pferdebluterythrocyten) sind. Das Co-Ferment i 
im Froschmuskelextrakt auch vor der Dialyse in ungeniigend 
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Menge vorhanden. Durch Zusatz von gelbem Ferment lift 
sich diese erste Stufe der Dehydrierung nicht beschleunigen, 
Aus der Citronensiiure entsteht dabei ein Reaktionsprodukt, das 
in Gegenwart von gelbem Ferment und undialysiertem Enzym 
bzw. dialysiertem Enzym + Kochsaft weiter abgebaut wird. An 
dieser zweiten Reaktionsstufe sind demnach auBer einer 
Dehydrase (Froschmuskelextrakt) als Aktivatoren gelbes Ferment 
und ein kochbestandiger Aktivator beteiligt, der im Frosch- 
muskelextrakt vorhanden und verschieden vom Co-Ferment aus 
Pferdebluterythrocyten ist. 

Das Substrat, an dessen Dehydrierung das gelbe Ferment 
mitwirkt, ist nach dem Gesagten nicht die Citronensiiure selbst, 
sondern ein Zwischenprodukt des Citronensiiureabbaues, iiber dessen 
chemische Natur wir noch nichts aussagen kénnen. Als erstes 
Abbauprodukt der Citronensiiure durch Citricodehydrase wurde 
mehrfach die Acetondicarbonsiiure angegeben. D. Miller?) wies vor 
kurzem nach, daB Citronensiure weder durch Citricodehydrase aus 
Gurkensamen, noch aus Hefe zu Acetondicarbonsiure dehydriert wird. 
In eigenen Versuchen entsprechend der Tab. V erwies sich Aceton- 
dicarbonsiure in allen Fallen als Wasserstoffdonator 
ungeeignet. Diese Siure kann demnach auch kein Zwischen- 
produkt des Citronensiureabbaues durch Froschmuskeldehydrase 
sein. DaB sie dessen Endprodukt sein sollte, erscheint uns unwahr- 
scheinlich. 

Zusammenfassung. 

1. Die Geschwindigkeit der Reduktion von Methylenblau 
durch Citronensiure in Gegenwart von Phosphatextrakten aus 
verschiedenen Pflanzensamen und aus Froschmuskel laBt sich durch 
Zugabe von Co-Ferment (aus Pferdeblutzellen) und gelbem Ferment 
(aus Hefe) beschleunigen. 

2. Mit Bohnenextrakt findet man dasselbe auch fiir die Substrate 
1-Apfelsiiure, Alkohol und Hexosemonophosphorsiiure (Neubergester\. 

3. Versuche mit undialysiertem und dialysiertem Froschmuskel- 
extrakt unter Zusatz von Co-Ferment und gelbem Ferment zeigen, 
daB der Abbau der Citronensiure offenbar stufenweise, unter 
Mitwirkung zweier verschiedener Co-Fermente, erfolgt. Das gelbe 
Ferment greift nicht im ersten, sondern erst in einem spiiteren 
Stadium der Dehydrierung ein. 

4. Die Dehydrierung der Citronensiiure verliuft nicht iiber 
Acetondicarbonsiaure. 


) Biochem. Z. 275, 347 (1935). 
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Zur Kenntnis des Vitamin D und seiner thermischen 
und photochemischen Umwandlungsprodukte. 


Von 


M. Miiller. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1935.) 


Bei der Bestrahlung des Ergosterins entstehen nacheinander 
6 Produkte, die sich nach den Arbeiten von Windaus und 
Mitarbeitern') in folgende Reihe ordnen lassen: Ergosterin, 
Lumisterin, Tachysterin, Vitamin D, Toxisterin, Suprasterine. Wie 
Lettré4) gefunden hat, besteht die photochemische Reaktion des 
Ergosterins darin, daB im Ergosterin oder Lumisterin eine C—C- 


| Bindung gesprengt wird, und an ihrer Stelle eine neue Doppel- 


bindung im Molekiil gebildet wird. Fiir das Lumisterin konnte 
Dimroth’) den Nachweis fihren, da in ihm, ebenso wie im 


_ Ergosterin, noch 4 Ringe und 3 Doppelbindungen vorhanden sind. 
_ Fir das Vitamin D miissen wir aber ebenso wie fiir das Tachy- 


sterin das Vorhandensein von 4 Doppelbindungen annehmen. 
Zwar zeigt das Vitamin D bei der Benzopersiiuretitration ziemlich 
scharf das Vorhandensein von nur 3 Doppelbindungen an‘). Aber 
folgende Tatsachen sprechen doch dafiir, daf bei der Benzoper- 
siuretitration des Vitamins eine Doppelbindung nicht erfaBt wird, 
ein Verhalten, fiir das ja Analogien bekannt sind‘). Bei der 
Hydrierung mit Natrium und Alkohol geht das Vitamin D in 
2 Dihydroderivate iiber. Das erste, das als Dihydrovitamin I 
bezeichnet werden soll, hat die Zusammensetzung C,,H,,04). Durch 
Messung der Molrefraktion war v. Auwers®) im Jahre 1931 zu 
der Ansicht gekommen, da8 dieser Stoff ein System zweier konju- 
gierter Doppelbindungen enthalte. Dieser Befund war aber mit 
den Kigenschaften des Dihydrovitamins, z.B. der fehlenden Ultra- 
violettabsorption bis 220 my nicht vereinbar, so daf man diesen 
Messungen weiter keine Beachtung geschenkt hat. Nun sind aber 
diese Messungen zu einer Zeit ausgefiihrt worden, in der man 
dem Ergosterin noch die Formel C,,H,,O und entsprechend dem 
15* 
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Dihydrovitamin I C,,H,,O zuschrieb. Berechnet man die von 
y. Auwers gemessenen Werte auf die in der Zwischenzeit sicher. 
gestellte Formel C,,H,,O fiir das Dihydrovitamin I, so sieht man, 


daB diese Werte sich zwanglos damit deuten lassen, daB das § 


Dihydrovitamin I 3 Doppelbindungen enthilt. 
Tabelle I. 











ber. | gef. ber. | gef. | ber. | gef. 


Dihydrovitamin I 2 |122,71/ 125,94] 123,29 126,63] 2,03 | 2,31 
C.,H 4,0 























(Schmelze) 3 |124,40| — |12502) — | 217 | — 
(In «-Methyl- —a— he — 125,39 - | oe 
naphthalin) —| — /124,68] — |125,42] — | 2,49 


Als zweites Reaktionsprodukt entsteht bei der Hydrierung 


nitrobenzoates in krystalliner Form erhalten worden ist. Dieses 
,Vihydrovitamin Il“ enthalt nach seiner Benzopersiiuretitration 
3 Doppelbindungen. Man sieht also, daB das Vitamin D durch 
Aufnahme von einem Mol Wasserstoff in zwei Stoffe iibergeht, 
in denen jeweils noch 3 Doppelbindungen nachzuweisen sind. [hr 
Ausgangsmaterial, das Vitamin D, muf also 4 Doppelbindungen 
enthalten. AuBerdem konnten Kuhn und Mller nach ihrer 
Methode der Mikrohydrierung*) zeigen, daB das Vitamin D 4 Mol. 
Wasserstoff aufnimmt. Noch ein anderer Befund spricht hierfiir. 
Das Tachysterin geht bei der Hydrierung mit Natrium und 
Alkohol zu etwa 20—30°/, in das Dihydrovitamin I iiber®), also 
in den gleichen Stoff, den man auch aus dem Vitamin D be- 
kommt. Da das Tachysterin nun 4 Doppelbindungen hat, kénnen 
wir hierin eine weitere Stiitze dafiir sehen, daB das Dihydro- 
vitamin I 3 Doppelbindungen und das Vitamin D 4 Doppel- 
bindungen enthalt. Zugleich ist damit bewiesen, da8 das Vitamin [) 
das gleiche Kohlenstoffskelett enthalten muB wie das Tachysterin. 

Fiir das Tachysterin hat Lettré folgende Formel (I) vor- 
geschlagen. 

Fiir das Vitamin D werden wir also den gleichen Aufbau 
des Kohlenstoffskeletts annehmen. Die beiden Stoffe miissen sich 
durch verschiedene Lagen der Doppelbindungen unterscheiden. 
Das Tachysterin ist auBerordentlich leicht autoxydabel, reagiert 
schon bei Zimmertemperatur mit Citraconsiureanhydrid und 
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C,H,, CoH, 
CH, — Ci, 
CH, CH, 
tia tia al i ee 
I Tachysterin II Vitamin D 


besitzt ein auBerordentlich hohes Absorptionsspektrum bei 280 mu. 


| Das Vitamin D dagegen ist in reiner Form ziemlich luftunempfind- 


lich, reagiert erst in siedendem Benzol quantitativ mit Malein- 


 siureanhydrid, und sein Ultraviolettspektrum ist gegeniiber dem 


des Tachysterins etwas erniedrigt und nach kiirzeren Wellen- 
lingen verschoben (Maximum bei 265 mu). Lettré?*) hat aus 


diesen Abstufungen der Eigenschaften den SchluB gezogen, daf 
' das Vitamin D nur noch zwei konjugierte und zwei isolierte 


Doppelbindungen besife. Demgegeniiber muf aber darauf hin- 
gewiesen werden, daB das Ultraviolettspektrum des Vitamin D 


nach Lage des Maximums und GréfSe des molekularen Absorptions- 
| koeffizienten eine Ausnahmestellung einnimmt gegeniiber den 


Spektren, die wir von Sterinen mit zwei konjugierten Doppel- 
bindungen kennen. Andererseits sind unsere Kenntnisse iiber die 
Zusammenhinge zwischen Reaktionsfihigkeit (z. B. Autoxydierbar- 
keit) und Konstitution eines Stoffes noch nicht so umfassend, daf 
man daraus speziellere Schliisse ziehen kénnte. Solange Experi- 


i} mente dariiber fehlen, wird man fiir das Vitamin D eine Formu- 


lierung mit drei konjugierten Doppelbindungen diskutieren kénnen, 


'etwa nach Formel II. 


Bei der Erhitzung auf 188° lagert sich das Vitamin D in 
zwei Stoffe von der gleichen Zusammensetzung C,,H,,O, das Iso- 


-— pyrovitamin und das Pyrocalciferol, um. Diese Stoffe sind von 


Busse!) ausfihrlich untersucht worden. Die Analysen ihrer 


 Perhydroprodukte zeigen gute Ubereinstimmung mit der Formel 
_C,.H,,O, so daB in diesen Produkten augenscheinlich nur 3 Doppel- 


28°" 50 


-@ bindungen vorhanden sind. Herr Prof. Kuhn hatte die Liebens- 
_ wirdigkeit, die beiden Stoffe nach der Methode der Mikrohydrie- 


rung auf die Zahl ihrer Doppelbindungen priifen zu lassen (Fig. 1). 
Wie aus der auf 8S. 226 angegebenen Figur ersichtlich ist, nimmt 


das Isopyrovitamin 3 Mol Wasserstoff auf. Es enthilt also nur 
3 Doppelbindungen. Dagegen zeigt merkwiirdigerweise das Pyro- 
calciferol eine Wasserstoffaufnahme von 2 Molen. D.h., es 


226 M. Miller, 


kénnte nur 2 Doppelbindungen enthalten, oder 3, von denen eine 
iuBerst schwer hydrierbar ist. Nach den bisherigen experimen- 
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Fig. 1. 


tellen Befunden kann man aber mit Sicherheit behaupten, daB das 
Pyrocalciferol ebenso wie das Isopyrovitamin 3 Doppelbindungen 
enthialt. 

Durch die Erhitzung ist also wieder ein RingschluB ein- 
getreten, denn ein Stoff von der Zusammensetzung C,,H,,O mit 
3 Doppelbindungen kann nur 4 Ringe enthalten. Es war nun von 
Interesse zu sehen, ob dieser RingschluB wieder zu einem Ge- 
bilde gefiihrt hat, das strukturell mit dem des Ergosterins iiber- 
einstimmt. Ich habe zu diesem Zwecke die bewihrte Methode 
der Selendehydrierung von Diels’*), die zum Nachweis des Vier- 
ringskeletts der Sterine schon hiufig mit Erfolg angewandt worden 
ist, auf diese beiden Stoffe iibertragen. MHierbei konnte der 
Kohlenwasserstoff C,,H,,, den man auch aus Ergosterin!%) oder 
Lumisterin*) bekommt, isoliert werden. Fiir die Selendehydrierung 
wurden nicht die beiden Stoffe getrennt verwendet, sondern die 
Anlagerungsverbindung benutzt, die man zunichst beim Erhitzen 
isoliert. Die auBerordentlich gute Ausbeute (200 mg reines 
Produkt aus 5 g Anlagerungsverbindung) macht es sehr wahr- 
scheinlich, daB nicht nur einer der beiden Stoffe die Mutter- 
substanz des Kohlenwasserstoffes ist. Damit ist der Nachweis 
erbracht, daB der RingschluB beim Erhitzen des Vitamins wieder 
an der Stelle erfolgt, an der zuvor photochemisch die Spaltung 
eintrat. Dieser Befund scheint zunichst im Widerspruch zu dem 
Befund von Lettré’) zu stehen, der aus Vitamin D durch Selen- 
dehydrierung keinen krystallinen Kohlenwasserstoff erhielt. Man 
kénnte erwarten, daB bei der Dehydrierung des Vitamins zunichst 
lediglich durch das Erhitzen die Brenzprodukte gebildet wiirden. 
die dann weiter bei der Einwirkung des Selens, wie oben be- 
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schrieben, den Kohlenwasserstoft C,,H,, liefern sollten. Bei einer 
Selendehydrierung des Vitamin D, die ich im Vergleichsversuch 
durchfiihrte, konnte ich ebenfalls keinerlei krystallisierte Produkte 
fassen. Diese Erscheinung la8t sich durch rein iiuBerliche Griinde 


erkliren. Die Selendehydrierung wurde bei 260° begonnen, also 
| bei einer Temperatur, die weit iiber der normalen Darstellungs- 


temperatur der Erhitzungsprodukte (188°) liegt. Busse konnte 
schon zeigen, daB die Ausbeute an krystallinem Erhitzungsprodukt 


bei steigender Temperatur sinkt. Wir miissen also annehmen, 


daB bei héheren Temperaturen eine anders geartete Reaktion 


 gegeniiber dem RingschluB in den Vordergrund tritt. 


Das Ergosterin geht bei der Oxydation mit konzentrierter 


- Salpetersiiture nach Reindel?‘) in eine Siure iiber, deren Methyl- 
ester bei 123—124° schmilzt. Dieser Ester wurde von Inhoffen}5) 


als der neutrale Methylester der5-Methyl-1,2,3,4-Benzol-tetracarbon- 


| siure erkannt. Die gleiche Abbausidure ist bis jetzt nur aus dem Lumi- 
| sterin!®) dargestellt worden. Ich habe nun das Isopyrovitamin und 
' das Pyrocalciferol in der gleichen Weise behandelt, und konnte aus 
_ beiden Stoffen dieselbe Abbausiiure isolieren, die in Form ihres 
| Tetramethylesters mit dem oben genannten Ester vom Schmelz- 
| punkt 123—124° identifiziert wurde. Die Bildung dieses Benzol- 
_ derivates aus dem Ergosterin hat schon bei der Konstitutions- 
| aufklarung des Ergosterins als Hinweis dafiir gedient, daB im 
| Ergosterin die beiden konjugierten Doppelbindungen in einem 
' Ring legen miiBten. Das Gleiche muB also auch fiir die beiden 


Erhitzungsprodukte des Vitamins gelten. In Ubereinstimmung 
damit addieren beide Stoffe Maleinséiureanhydrid. Diese experi- 


- mentellen Befunde lassen sich in Formel III zum Ausdruck bringen. 
| AuBer der Verschiebung der Doppelbindungen gegeniiber dem 
| Ergosterin mu8B aber noch sterische Umlagerung an einem oder 
'mehreren Asymmetriezentren des Molekiils vor sich gegangen 
/ sein, denn sonst wiirde sich nicht erkliren lassen, warum Iso- 
| pyrovitamin und Pyrocalciferol bei der Perhydrierung in Stoffe 


iibergehen, die vom Ergostanol und auch vom Epiergostanol ver- 


' schieden sind"), Isopyrovitamin und Pyrocalciferol miissen sich 
untereinander durch eine verschieden sterische Anordnung der 
~‘Substituenten an C, und C,, unterscheiden, wofiir theoretisch vier 
| Méglichkeiten vorhanden sind. Ebenso wie Dimroth*) beim Lumi- 


sterin fand, lassen sich auch die beiden Erhitzungsprodukte 


| nicht durch photochemische Reduktion durch Eosin in ein Pinakon 


iiberfiihren. 
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Bei der weiteren Bestrahlung geht das Vitamin D in drei 
Stoffe, das Toxisterin und in die Suprasterine [ und II iiber. 
Die beiden Suprasterine sind schon friihzeitig bei der Bestrahlung 
des Ergosterins in krystalliner Form gefa8t und als Endprodukte 
der photochemischen Reaktion erkannt worden. Das Toxisterin 
hingegen ist bis jetzt nur indirekt nachgewiesen worden, einmal 
durch das Absorptionsspektrum des rohen Bestrahlungsproduktes 
des Vitamins D, das ein Maximum bei 248— 254 muy zeigt, wihrend 
die Suprasterine kein Absorptionsspektrum besitzen, und zweitens 
an der toxischen Wirksamkeit des Produktes, die wiederum den 
Suprasterinen fehlt. Es muB neben den Suprasterinen mindestens 
noch ein dritter Stoff, den man Toxisterin genannt hat, entstanden 
sein. Aber es ist noch nicht gelungen, diesen Stoff in krystalliner 
Form zu fassen. Damit fehlt die Méglichkeit zu entscheiden, ob 
die Suprasterine oder eines derselben aus dem Toxisterin photo- 
chemisch entstehen, oder ob alle 3 Stoffe nebeneinander sich aus 
dem Vitamin bilden. Diese Frage ist fiir die Konstitutions- 
ermittlung der Suprasterine von grofer Bedeutung, da es wichtig 
ist zu wissen, ob das Vitamin D oder das T'oxisterin ihre Mutter- 
substanz ist. 

Uber die Suprasterine') ist folgendes bekannt: Sie haben 
die Zusammensetzung C,,H,,O, enthalten noch eine veresterbare 
Hydroxylgruppe und nach der Benzopersiuretitration 3 Doppel- 
bindungen, davon die eine in der Seitenkette des Molekiils zwischen 
C,, und C,, liegt. Sie zeigen, wie schon erwahnt, keine Ultra- 
violettabsorption bis 220 mu, d.h. ihre Doppelbindungen miissen 
alle isoliert liegen. Auch die Perhydrierungsprodukte zeigen 
Analysenwerte, die gut auf die Formel C,,H,,O stimmen. Daraus 
hat Lettré?°) den SchluB gezogen, dab bei der photochemischen 
Bildung der Suprasterine aus dem Vitamin D ein innermolekularer 
Ringschlu8 stattfindet. Fiir eine derartige Photoreaktion gibt es 
Analogien, z. B. Ubergang des Diphenylfulgids in ein Dihydro- 
naphthalinderivat, oder die Umlagerung des doppelt ungesittigten 
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Carvons in ein gesittigtes Keton, in den Carvoncampher. Herr 
Prof. Kuhn hat auch diese Substanzen nach der Methode der 
Mikrohydrierung untersucht (Fig. 2). Wie aus den Kurven her- 
vorgeht, scheint das Suprasterin I in Ubereinstimmung mit den 
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oben angegebenen ‘l'atsachen maximal 3 Mol Wasserstoff aufzu- 
nehmen, wihrend das Suprasterin II eine Wasserstoffaufnahme 
zeigt, die den Wert von 3 Molen iiberschreitet und darauf hinzu- 
deuten scheint, daB der Grenzwert der Wasserstofiaufnahme bei 
4 Molen liegt. Wir kénnen also nur fiir das Suprasterin I den 
RingschluB als sicher bewiesen ansehen, wihrend fiir das Supra- 
sterin II diese Frage noch offen gelassen werden muf. Anderer- 
seits aber geben uns die Messungen der Molrefraktion der Supra- 
sterine, die von v. Auwers und Wolter’) ausgefiihrt worden sind, 
keinen Anhalt dafiir, da& zwischen den beiden Suprasterinen ein 
Unterschied in der Zahl der Doppelbindungen vorhanden sein 
sollte (Tab. II). Man sieht, daB die gefundenen Werte (umgerechnet 











Tabelle II. 
| Foust | P| = | “> | Se~™e 
ber | gef. | ber gef, seo get. 
Suprasterin I | C,,H,,O : os fag ass pian =e | _— 
Supranterin | CyE,,0| 3 |1228%]32090]32399\321,00] a2 | 260 
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auf C,,H,,0) in beiden Fallen eine bessere Ubereinstimmung mit 
dem theoretischen Wert fiir 3 Doppelbindungen zeigen. Vor allem 
stimmen die gemessenen Werte des Suprasterin II sehr gut mit 
denen des Suprasterin I iiberein, fiir das ja 3 Doppelbindungen 
sichergestellt sind. 

Ich habe beide Suprasterine mit Selen dehydriert, in beiden 
Fallen konnte kein krystallines Produkt gefaBt werden. Die Bil- 
dung des Kohlenwasserstoffes C,,H,, kann fiir ausgeschlossen 
gehalten werden. Es wiirde aber fiir das Suprasterin I bedeuten, 
daB der photochemische Ringschlu® nicht wieder zwischen den 
C-Atomen eingetreten ist, die bei der ersten photochemischen 
Reaktion getrennt wurden. Es gibt eine Reihe méglicher Arten, 
wie man den RingschluB in anderer Weise veranschaulichen kann, 
als mégliche Formulierung sei Formel IV angegeben. 
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IV Suprasterin I. 


Falls man fiir das Suprasterin IJ durch die Mikrohydrierung 
4 Doppelbindungen als erwiesen ansieht, miiBte diesem Stoff noch 
das Grundskelett des Vitamin D zugrunde liegen, in dem vier 
isolierte Doppelbindungen vorhanden sind. Damit wiirde der 
negative Ausfall der Selendehydrierung nicht im Widerspruch 
stehen. Beide Suprasterine wurden nach der Zelinskyschen 
Methode mit Platinmohr dehydriert. In beiden Fallen konnte 
kein krystallines Reaktionsprodukt gefabt werden. 


Herrn Prof. Windaus danke ich fiir die Anregung und Unter- 
stiitzung meiner Arbeit. 

Herrn Prof. Kuhn und Herrn Dr. Méller méchte ich an 
dieser Stelle meinen Dank fiir die Ausfiihrung der Mikrohydrie- 
rungen aussprechen. 


Versuchsteil. 
Selendehydrierung der Molekiilverbindung Isopyrovita- 
min-Pyrocalciferol. 5g Additionsverbindung, die aus 50°/, Isopyro- 
vitamin und 50°/, Pyrocalciferol besteht, wurden mit 10 g Selen auf 320 
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bis 340° erhitzt. Reaktionsdauer 50 Stunden. Die ziihe braune Masse 
wurde mit Ather extrahiert, und der Riickstand der itherischen Lésung im 
Vakuum von 12 mm destilliert. Als erste Fraktion destillierte bis 200° ein 
diinnfliissiges gelbes Ol, das sich nicht krystallisieren lie. Die Haupt- 
fraktion destillierte zwischen 200—260°, die sofort krystallisierte. Darauf 
wurde diese Fraktion nochmals destilliert zwischen 200—220°. Man erhiilt 
so farblose Blattchen, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
bei 126° schmelzen. Der Mischschmelzpunkt mit Methylcyclo-penteno- 
phenanthren zeigte keine Depression. Ausbeute an reinem Kohlenwasser- 
stoff = 200 mg. 


5,208 mg Subst.: 17,700 mg CO,, 3,250 mg H,0. 


C\sH,, Ber. C 93,05 H 6,95 Gef. C 92,84 H 6,99. 
0,205, 0,195 mg Subst.: 3,780, 3,330 mg Campher, 4 = 9,6°, 10,6°. 
Mol.-Gew. Ber. 232 Gef. 226, 220. 


Isopyrovitamin. Isopyrovitamindinitrobenzoat: 100 mg Iso- 
pyrovitaminacetat wurden nach dem Verseifen mit 200 mg m-Dinitro- 
benzoylchlorid in absolutem Pyridin gelést und 40 Minuten auf dem sie- 
denden Wasserbad erwiirmt. Das Reaktionsprodukt wurde in kalte Natrium- 
carbonatlésung gegossen und in Ather aufgenommen. Die iitherische Lé- 
sung wurde mit verdiinnter Essigsiiure, mit verdiinnter Sodalésung und 
schlieBlich mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der 
Riickstand wurde aus Aceton umkrystallisiert. Man erhilt so seidige gelbe 
Nadeln, die bei 171—172° schmelzen. 


114 mg Subst.: 2cem Chloroform, / = 1 dm, « = + 1,60°, [a]p = + 281°. 
4,884 mg Subst.: 12,735 mg CO,, 3,480 mg H,O. — 3,304 mg Subst.: 
0,146 cem N, (26°, 740 mm). 


C,;H,N,O, Ber. C 71,144 H1785 N 4,74 
Gef. , 71,11 ,, 7,86 ,, 4,86. 


Oxydation des Isopyrovitaminacetates mit Salpetersiure. 
2g Isopyrovitaminacetat wurden mit 100 ccm konzentrierter Salpetersiure 
(1,4) 20 Stunden gelinde zum Sieden erhitzt. Die verdampfte Salpetersiure 
wurde von Zeit zu Zeit ersetzt. Dann wurde auf 15 cem etwa eingeengt 
und die ausgefallenen Krystalle abfiltriert. Das Reaktionsprodukt wurde 
mit wenig Ather gewaschen und mit Diazomethan verestert. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Methanol erhilt man schién krystallisierte 
Prismen vom Schmelzp. 1283—124°. Der Mischschmelzpunkt mit 5-Methyl- 
1,2,3,4-Benzoltetra-carbonsiure-methylester zeigte keine Depression. 


4,504 mg Subst.: 9,080 mg CO,, 2,020 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 55,51 H 4,97 Gef. C 55,00 H 5,01. 


Kondensation des Isopyrovitaminacetates mit Maleinsiure- 
anhydrid. 500 mg Isopyrovitaminacetat wurden in 35 ccm trocknem Xylol 
gelést und mit 500mg Maleinsiure-anhydrid versetzt und 4 Stunden auf 
135° erhitzt. Darauf wurde das Xylol im Vakuum abgedampft und der 
Riickstand in Ather aufgenommen. Nach hiufigem Umkrystallisieren aus 
Essigsiure-anhydrid konnten schlieBlich farblose Nadeln erhalten werden, 
die bei 203—204° schmolzen. 


232 M. Miiller, 


2,546 mg Subst.: 7,150 mg CO,, 2,050 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 76,07 H 9,02 Gef. C 76,59 H 9,08. 


Versuch von Herrn Dr. Mé6ller. 

2,228 mg Isopyrovitaminacetat wurden mit 10,1 mg PtO, in Dekalin- 
Eisessig 1,0: 1,0 cem in der Mikroapparatur hydriert. Bereits nach 30 Mi- 
nuten betrug die Wasserstoffaufnahme 3,18 Mol, die auch nach weiterem 
Hydrieren sich nicht erhdhen lieB. 


Pyro-calciferol. Pyrocalciferolacetat: 1g Pyro-calciferol vom 
Schmelzp. 94—95° wurde mit 10 ccm Essigsiureanhydrid zum Sieden er- 
hitzt. Da das Acetat in Essigsiureanhydrid leicht léslich ist und durch 
Anspritzen mit Wasser nur élig zu erhalten war, wurde das élige Produkt 
in Ather aufgenommen und mit Methanol versetzt. Durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus Ather-Methanol erhielt man lange farblose Nadeln 
vom Schmelzp. 81—82°. 


198 mg Subst.: 2cem Chloroform /=1dm, a= + 3,99, [a]p = + 403°. 
5,036 mg Subst.: 15,120 mg CO,, 4,760 mg H,0O. 


C,,H,,0, Ber. C 82,12 H 10,58 Gef. C 81,88 H 10,57. 


Oxydation des Pyrocalciferols mit Salpetersiure: 1,2 g 
Pyrocalciferol wurden mit 100 cem Salpetersiiure genau wie beim Iso- 
pyrovitaminacetat 20 Stunden gelinde zum Sieden erhitzt. Die aus der 
Lésung ausgefallenen Krystalle wurden ebenfalls mit wenig Ather ge- 
waschen und direkt mit Diazomethan verestert. Die erhaltenen Krystalle 
schmolzen bei 123—124° und erwiesen sich als identisch mit dem Methy]- 
ester der 5-Methyl-1,2,3,4-Benzol-tetra-carbonsiiure. 

5,076 mg Subst.: 10,310 mg CO,, 2,290 mg H,0O. 

C,;H,,0, Ber. C 55,51 4H 4,97 Gef. C 55,41 H 5,04. 


Kondensation des Pyrocalciferolacetates mit Maleinsaure- 
anhydrid: 500 mg Pyrocalciferolacetat und 500 mg Maleinsiureanhy- 
drid wurden in 35 ccm Xylol gelést und 4 Stunden auf 135° erhitzt. Nach 
dem Abdampfen des Xylols im Vakuum wurde der Riickstand mehrmals 
aus wenig Essigsiiureanhydrid umkrystallisiert. Man erhilt feine Niidel- 
chen vom Schmelzp. 161—162°. 


5,260 mg Subst.: 14,695 mg CO,, 4,210 mg H,0. 
CMO, Ber. C 76,07 H 9,02 Gef. C 76,19 H 8,95. 


Versuch von Herrn Dr. MOller. 


2,985 mg Pyrocalciferolacetat wurden mit 10,1 mg PtO, in Dekalin- 
Eisessig 1,0:1,0 cem hydriert. Nach 30 Minuten betrug die Wasserstoff- 
aufnahme 2,09 Mol, die auch nach liingerem Hydrieren konstant blieb. 


Suprasterin I. Selendehydrierung des Suprasterin I. 3 g Supra- 
sterin I wurden 50 Stunden mit 5 g Selen auf 320—40° erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde mit Ather extrahiert und danr. zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand der itherischen Lésung wurde zuerst im Wasserstrahlvakuum 
und darauf im Hochvakuum destilliert. Es wurden folgende Fraktionen 


erhalten: 
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bis 150° (14 mm) geringe Menge eines diinnfliissigen Ols, 
bis 160° (0,0004 mm) gelbes Ol, 

bis 200° (0,0004 mm) gelbes Ol, 

bis 250° (0,0004 mm) gelbbraunes Ol. 

Im Destillationskolben blieb eine tiefbraune Masse zuriick. 

Keine der Fraktionen erstarrte krystallin oder konnte aus Methanol, 
Alkohol, Benzol krystallin erhalten werden. Auch nach weiterer Reinigung 
durch Sublimation der einzelnen Fraktionen blieben die Produkte élig. Aus 
alkoholischer oder benzolischer Pikrinsiiurelésung entstand kein krystal- 
lines Pikrat. 


Platindehydrierung des Suprasterin I. 1g Suprasterin I wurde 
mit 0,5 g Platinmohr vermischt und in ein Kélbchen mit Gaseinleitungsrohr 
gebracht. Das Kélbchen wurde unter Einleiten von luftfreier Kohlensaiure 
in einem Salpeterbade bis zum Schmelzen der Substanz erhitzt. Dann 
wurde die Schmelze mit einem Platindraht dauernd geriihrt und die Tempe- 
ratur gesteigert. Kine Stunde lang wurde sie auf 300° konstant gehalten. 
Der Riickstand wurde nach dem Erkalten in Ather gelést und vom Platin 
abfiltriert. 

Da das Reaktionsprodukt nicht krystallisierte, wurde das Ol im Hoch- 
vakuum bei 0,0004 mm destilliert. Es wurden 2 Fraktionen aufgefangen. 

Bis 160° wenig gelbes Ol. 
Bis 220° destillierte die Hauptmenge. 

Beide Fraktionen konnten nicht zur Krystallisation gebracht werden. 
Aus benzolischer oder alkoholischer Pikrinsiurelésung entstand kein kry- 
stallines Pikrat. 

Versuch von Herrn Dr. M6ller. 

2,556 mg Suprasterin I wurden mit 5,1 mg PtO, in Dekaiin-Kisessig 
1,0: 1,0 cem hydriert. 2 Mol Wasserstoff wurden rasch aufgenommen, die 
dritte Doppelbindung wurde nur langsam weiter hydriert, nach 40 Stunden 
betrug die Aufnahme 2,73 Mol. 

3,645 mg Suprasterinacetat I wurden auf die gleiche Art und Weise 
mit 5,2 mg PtO, hydriert. Die Wasserstoffaufnahme stieg auch hier lang- 
sam an und betrug nach 40 Stunden 2,60 Mol. 


Suprasterin II. Selendehydrierung des Suprasterin II. 38¢ 
Suprasterin II wurden 50 Stunden mit 5 g Selen auf 320—40° erhitzt. Hier- 
auf wurde genau wie beim SuprasterinI mit Ather extrahiert und der 
iitherische Riickstand fraktioniert destilliert: 


bis 160° (14 mm) wenig diinnfliissiges Ol, 
bis 200° (14 mm) gelbes Ol, 

bis 160° (0,0004 mm) gelbes Ol, 

bis 200° (0,0004 mm) gelbbraunes Ol, 

bis 240° (0,0004 mm) zihes braunes Ol. 


Im Destillationskolben blieb eine dunkle Masse. 

Auch diese Dehydrierung fiihrte zu keinem krystallisierten Produkt. 
Aus alkoholischer oder benzolischer Pikrinsiurelésung konnte ebenfalls kein 
krystallines Pikrat isoliert werden. 


Platindehydrierung des Suprasterin II. 1g Suprasterin II 
wurde nach demselben Verfahren wie schon beim Suprasterin I angegeben 
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mit Platinmohr dehydriert. Das erhaltene Reaktionsprodukt wurde durch 
fraktionierte Destillation gereinigt. Die einzelnen Fraktionen konnten nicht 
krystallin erhalten werden. Ebenfalls war kein krystallines Pikrat zu isolieren. 


Versuch von Herrn Dr. MO6ller. 


3,290 mg Suprasterin II wurden mit 10,1 mg PtO, in Dekalin-Eisessig 
1,0: 1,0 cem hydriert. Nach 2 Stunden waren 3 Mol Wasserstoff aufgenommen 
worden, durch weiteres Hydrieren nahm die Substanz langsam weiter Wasser- 
stoff auf, sie stieg nach 15 Stunden auf 3,37 Mol und zeigte nach 24 Stunden 
3,48 Mol Wasserstoffaufnahme. 

Auf die gleiche Weise wurden 3,369 mg Suprasterinoxalat II mit 
10,2 mg PtO, hydriert. Auch hier konnte kein konstanter Wert erreicht 
werden. Nach 24 Stunden waren 6,62 Mol Wasserstoff aufgenommen worden. 
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Uber die Adrenalinsynthese im Reagenzglase 
unter physiologischen Bedingungen. 
Von 
Werner Schuler und Anton Wiedemann. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Mediz. Universititsklinik in Erlangen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. April 1935.) 


I, 

Wihrend abbauende Vorgiinge im tierischen Organismus durch 
den Ausbau der Fermentmethodik schon weitgehend aufgeklirt 
werden konnten, sind uns Einzelheiten iiber aufbauende Prozesse, 
die fiir den Bestand des Organismus von noch gréBerer Bedeu- 
tung sein diirften, bis vor kurzem kaum bekannt gewesen. Vor 
wenigen Jahren konnten H. A. Krebs und K. Henseleit’) 
unter Anwendung der Warburgschen Gewebsschnittmethode die 
Harnstofisynthese im Siugerorganismus und W. Schuler und 
W. Reindel?) unter Verwendung iiberlebender Organschnitte die 
Harnsiuresynthese im Vogelorganismus im Reagenzglas zur Durch- 
fiihrung bringen. Die Méglichkeit, eine synthetische Reaktion 
mit Hilfe lebender Gewebsschnitte im Reagenzglase durchzufiihren, 
gibt erstmals auch die Méglichkeit, den Reaktionsmechanismus 
in seinen Einzelheiten zu kliren, Teilreaktionen zu erfassen und 
diese auf bestimmte Organe zu lokalisieren. 

Die Harnstoffsynthese und ebenso die Harnsiiuresynthese im 
Vogelorganismus stellen Reaktionen des intermediiren Stoffwechsels 
dar, die fiir den stofflichen Bestand des Kérpers von wesentlicher 
Bedeutung sind, Fiir die Aufrechterhaltung der Regulation im 
tierischen Organismus sind aber Hormonsynthesen von ebenso 
croBer Bedeutung. Wir haben daher, angeregt durch die Erfah- 
rungen und die Vorteile der Methode in unseren Untersuchungen 
iiber die Harnsiuresynthese, Versuche angestellt, ob iiberlebende 
Organgewebeschnitte nicht auch imstande sind, Hormone im 
Reagenzglas zu synthetisieren. 

Zunichst am aussichtsreichsten erschien uns die Bearbeitung 
der Frage, wie der tierische Organismus Adrenalin zu _ bilden 
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vermag, da die vollkommen aufgeklirte Konstitution des Adrena- 
lins vom chemischen Standpunkte aus auf mégliche Vorstufen 
bei der intermediairen Bildung desselben schlieBen liBt und 
auBerdem verhiltnismiBig zuverlissige, quantitative Bestimmungs- 
methoden fiir Adrenalin bekannt sind. 


Es ist noch véllig unbekannt, wie der Kérper das Adrenalin bildet. 
Schon seit 2 Jahrzehnten bemiiht man sich, eine Synthese aus Tyrosin 
nachzuweisen. Es sind dazu 4 Reaktionen notwendig, die durchaus im 
Bereiche der Méglichkeit liegen [F. Knoop*)]. Noch niemals aber ist es 
gelungen, eine Adrenalinbildung aus Tyrosin unter physiologischen Bedin- 
gungen im Reagenzglase zu erzielen. Weder Zugabe von Tyrosin zu Neben- 
nierenbrei*) noch Durchstrémung der intakt gelassenen Nebenniere mit 
Tyrosin fihrte zu Adrenalin’), Auch Dioxyphenylithylmethylamin wird 
von Nebennierenbrei nicht in Adrenalin umgewandelt’), so daB die Zellen 
des zerkleinerten Organs nicht einmal fihig sind, die nichtsubstituierte 
Methylengruppe zu einer sekundiiren Alkoholgruppe zu oxydieren. 

Beobachtungen bei der Addisonschen Krankheit wiesen darauf hin, 
da8 Dioxyphenylalanin (Dopa) Vorstufe des Adrenalins sein kénnte. Aus 
Dopa mit Nebennierenbrei zu Adrenalin zu gelangen, war jedoch nicht 
méglich’). AuBerdem ist Dopa bisher nur aus Pflanzen [Vicia faba‘)] und 
niederen Tieren [{Maikiferfliigel%)] isoliert worden, so daB es als Vorstufe 
oder Zwischenprodukt bei der Adrenalinsynthese unwahrscheinlich ist. 

M. P. Nikolajeff**) erhielt bei Durchstrémung iiberlebender Rinder- 
nebennieren mit Tyraminlésung eine Zunahme der Konzentration einer adrena- 
linartigen Substanz und vermutet, da8 Tyramin eines der Ausgangsmaterialien 
fiir den Adrenalinaufbau ist. Tyramin stellt auch nach Ansicht von 
A. J. Kusnetzow'") und E. Abderhalden”™) mit Wahrscheinlichkeit die 
Vorstufe des Adrenalins dar. Ebenso hilt von Firth’) von den Aminen 
Tyramin fiir das dem Adrenalin am nichsten stehende. 

Nach Stoltz") erfolgt die Adrenalinsynthese im tierischen Organismus 
wahrscheinlich aus Phenylalanin und Tyrosin, wobei nach Halle") Tyra- 
min als Zwischenprodukt entstehen mub. 


Uberblickt man die bisher aufgestellten Theorien sowie die 
Versuchsergebnisse bisheriger Arbeiten iiber die Adrenalinsyn- 
these im tierischen Organismus, so kann man zusammenfassend 
feststellen, daB zwar zahlreiche Theorien aufgestellt wurden, dai 
aber keine derselben experimentell beweiskraftig belegt ist. 


Unsere Fragestellung war folgende: 

Gelingt es — unter Anwendung unserer Methode 
bei der Harnsaéuresynthese im Vogelorganismus — mit 
iiberlebenden Nebennierenschnitten eine Adrenalinsyn- 
these im Reagenzglase durchzufiihren, und mit welchen 
der in folgendem Schema arbeitshypothetisch aufge- 
stellten Substanzen als Vorstufe von Adrenalin gelingt 
diese Synthese? 
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fa. Tyramin CH, 
Srenvalenin O O Adrenalin 
' 
CH, CHOn 
i 
CHaNt, CH, NH, 
Phanylaethylamia Phenyloxyaethyi amia 
Fig. 1. 


Die Bearbeitung obiger Fragestellung gliedert sich im ein- 
zelnen wie folgt: 
i. Allgemeines iiber Versuchsanordnung. 
2. Eichung des Stufenphotometers fiir die Adrenalinbestimmung. 
3. Ausfall der Folinschen Reaktion bei als Vorstufen des Adrenalins 
hypothetisch angenommenen Substanzen. 
4. Organversuche mit Zusatz von als Vorstufen angenommenen Substanzen. 
5. Versuche mit Nebennierenbrei und -pulver. 
6. Versuche tiber Zusatzmenge, pq-Optimum und Versuchszeit. 
i. Versuche mit Nebennierenmark und -rinde. 
8. Blutdruckversuche. 
9. Tyraminbildung im intermediiren Stoffwechsel. 
10. Beobachtungen grundsitzlicher Art iiber Aufbaureaktionen. 


i. 


1. Unsere Versuche wurden unter Anwendung folgender Ver- 
suchsanordnung durchgefiihrt: 

Die Nebennieren von Meerschweinchen wurden sofort nach 
dem Tode des Tieres herauspripariert, gesiubert, mit dem Rasier- 
messer in feine, etwa 1 mm dicke Schnitte zerlegt, auf der Tor- 
slonswage gewogen und in physiologische Kochsalzlésung von 38°, 
die mit Sauerstoff gesittigt war, gebracht. Nach kurzem Waschen 
wurden die Organschnitte in Kélbchen mit einer physiologischen 
Lésung gegeben, teils mit, teils ohne Zusatz der zu untersuchen- 
den Substanz. Die Kélbchen wurden einige Stunden unter Sauer- 
stoff im Thermostaten bei 38° geschiittelt, dann je 2 ccm der 
Lisungen abpipettiert und mit 0,5 ccm n/10-Sa'zsiiure zur Stabi- 
lisierang des Adrenalins versetzt. Nach dem EnteiweiSen mit 
Uranylacetat wurde der Adrenalingehalt der Lésungen nach Folin 
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mit dem Stufenphotometer bestimmt. Das Stufenphotometer 
haben wir mit Adrenalinlésungen bekannten Gehalts gesondert 
geeicht. Wir waren uns dabei wohl bewuB8t, daB wir durch die 
colorimetrische Bestimmung nur ein sehr bedingtes Ergebnis er- 
halten konnten, da die Folinsche Reaktion nicht fiir Adrenalin 
spezifisch ist. Doch sollte diese Bestimmung uns vorliufig nur 
fiir orientierende Versuche dienen. Spiter wurde dann der eigent- 
liche Adrenalinnachweis mit Hilfe des biologischen Blutdruckver- 
suches an Katzen in Urethannarkose ausgefiihrt. Diese Blutdruck- 
versuche hat in iiberaus liebenswiirdiger und dankenswerter Weise 
Herr Dr. Gehlen im Pharmakologischen Institut unserer Uni- 
versitit (Direktor Prof. Dr. Schiibel) mit uns zur Durchfihrung 
gebracht. 
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Eichung des Stufenphotometers og.) bekannten Gehalts. 

2. Zunichst war eine Eichung des Stufenphotometers fiir 
die Folinsche Adrenalinbestimmung notwendig. Von Suprarenin 
(Merck) wurden Liésungen bekannten Gehaltes hergestellt und mit 
Hilfe der Folinschen Reaktion am Stufenphotometer bestimmt. 
Dabei wurde Suprarenin in der von H. A. Krebs angegebenen 
physiologischen Lisung, in der die meisten Versuche durchgefihrt 
wurden, gelést. 

Adrenalin erwies sich in einer Konzentration von 0,1 bis 
1,0 mg-°/, als bestimmbar (unter Beriicksichtigung 5facher Ver- 
diinnung von 0,5—5,0 mg-°/,). Nach den bei der Ablesung er- 
haltenen Trommelzahlen am Stufenphotometer wurde eine Kurve 
angelegt, an Hand welcher jeweils der Adrenalingehalt unbekannter 
Lésungen abgelesen werden konnte. 
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3. Nachdem wir bei allen unseren Versuchen vorliufig eine 
colorimetrische Adrenalinbestimmung vornehmen wollten, war es 
nétig, die von uns als mégliche Vorstufen des Adrenalins angenom- 
menen Substanzen, die den Organversuchen zugesetzt werden 
sollten, auf Ausfall der Folinschen Reaktion zu priifen. 

Ks wurden Lésungen von 1 mg Substanz in 5 ccm physio- 
logischer Lésung nach Krebs hergestellt. Nach 3stiindigem Schiit- 
teln der Lésungen im Thermostaten bei 38° unter Sauerstoff 
ergab sich bei der colorimetrischen Priifung Folgendes: 


Substanz: Ausfall der Reaktionen 
1. d,l und 1-Dioxyphenylalanin (Dopa) positiv 
DE bearer’ OP acee EH SO negativ 
OO EE ee ee negativ 
ey I 6g kw a ee ew os negativ 
5. Phenyloxyithylamin.......... negativ 
6. Phenylithylamin............ negativ 
I iS ke ek os negativ 


Dopa gab also eine positive Farbreaktion und konnte daher 
bei den folgenden Organversuchen mit colorimetrischer Bestim- 
mung der als Adrenalin angenommenen Substanz, die wir im 
folgenden als adrenalinartig bezeichnen wollen, nicht Verwendung 
finden. Uber Dopa als mégliche Vorstufe muBte spiter der Blut- 
druckversuch AufschluB geben, wihrend die iibrigen genannten 
Substanzen zur vorliufig colorimetrischen Bestimmung verwandt 
werden konnten. 

4, Wir gingen jetzt zu den eigentlichen Organversuchen iiber. 
Bei Auswahl der Tiere, deren Nebennieren Verwendung finden 
sollten, waren wir iiberrascht, daB sich die Nebennieren von 
Kaninchen im Verhiltnis zur GréBe und zum Preise der Tiere 
als zu klein erwiesen (etwa 200 mg). Auch die Nebennieren von 
Ratten erwiesen sich zu klein (etwa 20—30 mg), wahrend wir 
bei Meerschweinchen Nebennieren im Gewichte von 200—600 mg, 
also im Verhaltnis zur GréBe und zum Preise der Tiere eine 
groBe Organmenge vorfanden. Wir verwandten daher bei allen 
unseren Versuchen aus Griinden der Wirtschaftlichkeit Meer- 
schweinchennebennieren. 

Bei den nun folgenden Organversuchen unter Zusatz der 
oben genannten, hypothetisch als Vorstufen angenommenen Sub- 
stanzen haben wir mit Nebennierenschnitten des gleichen Tieres 
immer einen Versuch ohne und einen Versuch mit Zusatz einer 
der genannten Substanzen nebeneinander laufen lassen. In vielen 
Killen, wo die Menge des Organes des gleichen Tieres aus- 
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reichend war, haben wir auch noch einen zweiten Leerversuch 
ohne Substanzzusatz angesetzt. Eine vermehrte Adrenalinbildung 
oder die vermehrte Bildung einer adrenalinartigen Substanz als 
Folge des Zusatzes einer der genannten Substanzen muBte durch: 
den Vergleich mit dem analog angesetzten Versuch ohne Substan, 
bei der colorimetrischen Bestimmung in Erscheinung treten. 

Phenylalanin, Tyrosin, Hordenin und Phenyloxyithylami: 
haben bei Zusatz zu iiberlebenden Nebennierenschnitten keine 
hoéheren Werte der Folinschen Farbreaktion erkennen lassen. 
Phenylithylamin gab eine schwache, nicht beweisende Verstarkung 
der Folinschen Reaktion. Dagegen hat Zusatz von ‘'yramin in 
einer groBen Anzahl von Versuchen eine deutliche Verstirkung 
des Ausfalles der Folinschen Reaktion bewirkt, wie aus folgenden 
Beispielen ersichtlich ist: 








Adrenalinartige 




















Week! Lésungs-| Organ- }|Tyramin- ; . Rebetens 
Nr menge | menge zusatz | Loésungsmittel a |e 
; ; , ? eha unahme 
in mg | in mg fin mg-°/, in mg-9/,|in mg-"/, 
3a 2,5 80 — Phosphatpuffer 0,81 | 
b 2,5 80 20 1,88 | 1,07 
4a 5,0 140 vo i 0,50 | 
b 5,0 140 20 a 175 | 1,25 
5a 5,0 140 — ” 0,63 | 
b 5,0 140 20 9 188 {; 1,25 
12a 5,0 180 Lisung n. Krebs} — 1,25 | 
b 5,0 180 20 : 2,75 | 1,50 

















Auf Grund der zahlreichen, bei Zusatz von Tyramin eine 
deutliche Verstiirkung der Folinschen Reaktion zeigenden Ver- 
suche glaubten wir uns zu der SchluBfolgerung berechtigt, dab 
Tyraminzusatz zu _iiberlebenden Meerschweinchen- 
Nebennierenschnitten im Reagenzglase die Neubildung 
einer dem Adrenalin sehr nahestehenden Substanz 
bedingt. 

Die neugebildete ,adrenalinartige Substanz“ zeigt ebenso wie 
Adrenalin leichte Zerstérbarkeit in alkalischer Lisung an der Lutt 
sowie alle Reaktionen des Adrenalins. Es wire naheliegend ge- 
wesen, als niichstfolgende Versuche mit Hilfe des gebrauchlichen 
biologischen Blutdruckversuches an urethanbetiubten Katzen den 
Nachweis zu erbringen, daB es sich bei den Versuchen mit Tyramin- 
zusatz zu Nebennierenschnitten tatsichlich um eine Neubildung 
von Adrenalin handelt. Da wir zu diesen Versuchen jedoch die 
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Hilfe des Pharmakologen in Anspruch nehmen mubten und es 
sich auBerdem um kostspielige und zeitraubende Versuche handelt, 
haben wir es vorgezogen, zuerst noch mit Hilfe unserer provi- 
sorischen colorimetrischen Methode zu untersuchen, unter welchen 
Bedingungen Tyraminzusatz den optimalsten Ausschlag der 
fF olinschen Reaktion gibt. 

5. Wir gingen bei unseren Untersuchungen von der Vor- 
stellung aus, daB zum Aufbau von Adrenalin wie zu anderen 
Synthesen nur lebendes Gewebe fahig ist. Wir haben daher in 
erster Linie versucht, ob auch mechanisch zerstértes Nebennieren- 
cewebe aus Tyramin adrenalinartige Substanz zu bilden vermag. 
Wir haben daher Meerschweinchennebennieren gleich nach dem 
{ode des Tieres fein zerkleinert und als Brei verwandt und auBer- 
dem Nebennieren nach Willstitter mit Aceton und Ather ge- 
trocknet als Pulver in Anwendung gebracht. Bei Verwendung 
von Nebennierenpulver konnten wir in keinem Falle durch Tyramin- 
zusatz die Bildung einer adrenalinartigen Substanz nachweisen, 
bei Verwendung von Nebennierenbrei zeigte sich nur selten eine 
sanz geringe Vermehrung. 

Es bestitigte sich damit unsere Annahme, daB auch zum 
Aufbau einer adrenalinartigen Substanz im tierischen 
Qrganismus ebenso wie zu den bis jetzt bekannten 
Synthesen die vitale Funktion der Zellen notwendig ist. 

6. Des weiteren wollten wir uns tiberzeugen, welche Mengen 
Organ bei gleichbleibendem Tyraminzusatz fiir die Bildung der 
adrenalinartigen Substanz am giinstigsten sind. Verschiedene 
Mengen von Nebennierenschnitten eines ‘ieres zu verwenden, 
war wegen der geringen GréBe der Organe nicht méglich. Bei 
verschiedenen Tieren zeigte sich, daB die Organmenge fiir den 
Ausfall der Versuche in einem Bereiche zwischen 100 und 250 mg 
(Organ auf 5 ccm Liésung von nur geringem Einflusse war. 

Die Bildung adrenalinartiger Substanz aus Tyramin 
diirfte daher weniger von der Menge des verwandten 
Organs als von der Einstellung desselben aut diese 
svnthetische Reaktion abhingig sein. 

Ferner haben wir Versuche zur Ermittlung der optimalen 
tyraminkonzentration angestellt. Eine zu starke Konzentration 
des Amines kénnte eine Vergiftung der vitalen Zellfunktion der 
Nebennierenschnitte zur Folge haben, eine zu geringe Konzen- 
tration kénnte unwirksam sein. Schon die Erfahrungen bei der 
Harnsiuresynthese mit iiberlevenden Vogelorganschnitten haben 


949 Werner Schuler und Anton Wiedemann, 


uns darauf aufmerksam gemacht, daB im Gegensatz zu Abbau- 


reaktionen mit gereinigten Fermenten Aufbaureaktionen weniger 


von der Konzentration der Substrate abhingig zu sein scheinen 
als viel mehr von der vitalen Funktion der Zellen. Diese wird 
im Organismus von einer Reihe nervéser und hormonaler Faktoren 
sinnvoll gesteuert, ist aber an isolierten Organgewebsschnitten 
in vitro gegen EKinfliisse jeder Art sehr empfindlich. 

Tyraminzusatz in einer Konzentration von 5, 10 
und 20 mg-°/, hat ergeben, daB eine 10 mg-°/,ige Kon- 
zentration die giinstigsten Resultate liefert. 

Die Reaktion der Versuchslisung spielt bei Fermentprozessen 
eine wesentliche, ja manchmal ausschlaggebende Rolle. Das 
P,-Optimum ist dabei sehr verschieden. Auch bei der vermeint- 
lichen Adrenalinsynthese haben wir Versuche iiber das p,,-Optimum 
angestellt. Die bisher verwandte physiologische Lésung nach 
H. A. Krebs hat p,, 7,4. Um Lésungen mit anderem p,, bequem 
herstellen zu kénnen haben wir versucht, ob sich Phosphatpuffer- 
lésungen zur Durchfiihrung der Versuche ebenfalls eignen. Nach- 
dem entsprechende Versuche diese Kignung ergeben hatten, stellten 
wir eine Reihe von Versuchen mit Phosphatpufferlésung bei ver- 
schiedenem p,, an. Die Versuche zeigten folgendes Ergebnis: 


a a! a! 
Neubildung von adrenalinartiger Substanz 
a a rn ae ea a, 0,18 1,1 0,62 0,2 


Das aus den Versuchen deutlich ersichtliche p,,-Optimum 
zwischen 6,8 und 7,4 ist bemerkenswert, da diese im neutralen 
Gebiete gelegene Reaktion fiir die Stabilitit des neugebildeten 
Adrenalins, das bekanntlich bei alkalischer Reaktion schnell zer- 
stért wird, giinstig ist. Da auch fiir die Harnsiuresynthese im 
Vogelorganismus das p,-Optimum auffallend nahe dem Neutral- 
punkte gelegen ist, scheint fiir die vitale Zelltatigkeit zu 
synthetischen Prozessen neutrale Reaktion am ginstig- 
sten zu sein. 

Kine weitere Frage war die nach der Zeitdauer des optimalen 
Reaktionsverlaufes. Nach den klassischen Versuchen von O. War- 
burg kann man bei Organgewebsschnitten mit normaler Atmung, 
d. h. mit einer Lebensdauer von etwa 4 Stunden rechnen. Kine 
Anhiufung des Reaktionsproduktes kénnte die Tendenz der Zellen 
zu weiterer Neubildung hemmen und bei Adrenalin als End- 
produkt der Reaktion besteht auBerdem die Méglichkeit, daB dieses 
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bei langerdauernder Lésung in fermenthaltigem Organextrakt der 
Zerstérung anheimfillt. Diesbeziigliche Zeitversuche fiir die 
Adrenalinneubildung haben ergeben, daB das Optimum an 
neugebildeter adrenalinartiger Substanz in 2 Stunden 
erreicht ist. Kine lingere Versuchsdauer fiihrt eher zu 
einer Wiederabnahme des neugebildeten Adrenalins. 

Fassen wir unsere Versuchsergebnisse iiber die giinstigsten 
iiuBeren Bedingungen fiir die Adrenalinsynthese im Reagenzglase 
mit tiberlebenden Gewebsschnitten zusammen, so ergibt sich als 
Optimum fiir die Reaktion: 100—200 mg iiberlebender Neben- 
nierenschnitte werden in 5 ccm physiologischer, neu- 
traler Lésung bei einer Tyraminkonzentration von 10mg-°/, 
und einer Temperatur von 38° 2 Stunden geschiittelt. 

7. Bei den bisherigen Versuchen haben wir die gesamten 
Nebennieren von Meerschweinchen in Anwendung gebracht und 
darauf geachtet, daf{ Mark und Rinde méglichst gleichmiBig ver- 
teilt waren. Meerschweinchennebennieren zeigen eine besonders 
giinstige Méglichkeit zur Trennung von Mark und Rinde. Es war 
fiir uns selbstverstindlich von Interesse zu priifen, ob die Adrenalin- 
synthese, wie aus vielen Griinden angenommen, im Mark der 
Nebenniere erfolgt. Wir haben daher in einigen Versuchen Mark 
und Rinde der Nebennieren eines Tieres getrennt und sowohl 
mit Mark als auch mit Rinde Versuche durchgefiihrt. Es ergab 
sich, daB nur die Markschnitte, nicht die Rindenschnitte 
bei Tyraminzusatz die adrenalinartige Substanz zu 
synthetisieren vermégen. 

8. Nachdem wir uns unter Anwendung der leicht ausfiihr- 
baren aber unspezifischen Folinschen Reaktion iiber die optimalen 
Bedingungen fiir die von uns angenommene Adrenalinsynthese 
weitgehend unterrichtet hatten, haben wir zum Beweise, daB es 
sich bei der neugebildeten Substanz tatsichlich um Adrenalin 
handelt, nach optimalem Ablauf der Reaktion mehrere Blutdruck- 
versuche durchgefiihrt. Diese Blutdruckversuche wurden gemeinsam 
mit Herrn Dr. Gehlen im Pharmakologischen Institut (Direktor 
Prof. Dr. Schiibel) zur Durchfihrung gebracht”*). 

Einem Kater in Urethannarkose wurden in entsprechenden 
Zeitabstinden unsere Versuchslésungen nach vorheriger Ent- 


*) Herrn Prof. Dr. Schiibel und besonders Herrn Dr. Gehlen 
méehten wir fiir ihre groBe Miihe und wertvolle Unterstiitzung auch an 
dieser Stelle unseren besten Dank zum Ausdruck bringen. 
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eiweiBung und Ansiuerung sowie auch eine bekannte Menge 
Suprarenin zur Kontrolle intravenés verabreicht. Die  ver- 
abreichten Mengen Versuchslésung und der Unterschied in der 
ausgelisten Blutdrucksteigerung seien an folgenden Beispielen 
gezelgt : 





Fig. 3. Fig. 4. 
Blutdruckversuch. Blutdruckversuch. 
Supr. 0,01 Suprarenin 1d Ty. 2ccm Leerversuch, Tyramin 
I. leem Leerversuch nachtraglich zugesetzt 
II. l1ecm Tyraminversuch 2d 2ccm Tyraminversuch 
III. 1 cem Leerversuch, Tyramin nachtraglich Supr. 0,005 Suprarenin. 
zugesetzt 


I. 2ccm Leerversuch 
Ii. 2cem Tyraminversuch. 


In Anbetracht der sehr starken Verdiinnung, in der wir bei 
Durchfiihrung unserer Versuche infolge der beschrankten Organ- 
menge zu arbeiten gezwungen waren, sind die erzielten Aus- 
schlige deutlich und lassen vor allem einen deutlichen Unter- 
schied zwischen Leerversuch ohne Tyraminzusatz und Voll- 
versuch mit Tyraminzusatz erkennen. Durch nachtriglichen 
Zusatz von Tyramin in gleicher Konzentration wie im Vollversuch 
konnte eine mégliche blutdrucksteigernde Wirkung von ‘T'yramin 
allein ausgeschlossen werden. Wir glauben auf Grund der durch- 
gefiihrten Blutdruckversuche, daf es sich in unseren Ver- 
suchen bei Vermehrung der colorimetrisch bestimmten 
adrenalinartigen Substanz tatsaichlich um Adrenalin 
handelt. 
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Obgleich nicht anzunehmen ist, da8 das fiir die Adrenalinbildung 
spezifische Nebennierenmark eine Substanz neu bildet, die in ihren chemi- 
schen Reaktionen, in ihrer Unbestindigkeit und in ihrem physiologischen 
Verhalten im Blutdruckversuch sich wie Adrenalin verhilt und kein 
Adrenalin ist, kénnen wir wegen der geringen Konzentration béi unserer 
Versuchsanordnung nicht mit absoluter Sicherheit beweisen, daB die 
neugebildete Substanz mit Adrenalin identisch ist. Wir wollen daher auch 
weiterhin die Bezeichnung ,,adrenalinartige Substanz“ beibehalten. 

Endlich noch haben wir Blutdruckversuche angestellt, die 
aufklaren sollten, ob auch Dopa bei Zusatz zu iiberlebenden 
Nebennierenschnitten vermehrt adrenalinartige Substanz zu bilden 
vermag. Diese Frage konnte colorimetrisch nicht geklart werden, 
da Dopa selbst schon die Folinsche Farbreaktion gibt. Im 
Blutdruckversuch zeigt es sich, daB Dopa bei Zusatz zu iiber- 
lebenden Nebennierenschnitten nach 2 Stunden keine vermehrte 
Neubildung bedingt. 


Vorstufe fiir die Synthese adrenalinartiger Substanz 
in der Nebenniere ist demnach Tyramin. 


9. Tyramin als Vorstufe in der Nebenniere kénnte einmal 
als Darmfaulnisprodukt durch Resorption in den Organismus ge- 
langen oder aber intermediér aus Phenylalanin iiber Tyrosin 
oder Phenylathylamin oder endlich direkt aus Tyrosin ent- 
stehen. 

Da es uns wenig wahrscheinlich erscheint, daB der Organis- 
mus bei seinem ‘Tyraminbedarf zur Synthese eines lebens- 
notwendigen Hormons auf Darmfaulnis und Resorption angewiesen 
ist, und da uns aus chemischen Griinden eine Oxydation von 
Phenylaithylamin am Kern unwahrscheinlich schien, haben wir 
eine intermediire Tyraminbildung aus T'yrosin oder aus Pheny]l- 
alanin iiber Tyrosin angenommen. Auf Grund unserer Versuche 
kann aber Tyramin aus Tyrosin nicht in der Nebenniere ge- 
bildet werden, die Bildung mu8 also in einem anderen Organe 
erfolgen. Aus verschiedenen Griinden haben wir dabei an die 
Niere gedacht, die méglicherweise Tyrosin zu decarboxylieren 
vermag. 

Wir haben Tyrosin zu einer Suspension tiberlebender Nieren- 
schnitte in physiologischer Liésung zugesetzt, mehrere Stunden 
bei Kérpertemperatur geschiittelt und die Reaktionslisung filtriert. 
Zu dieser Lisung gaben wir iiberlebende Nebennierenschnitte 
und schiittelten 2 Stunden unter den oben angegebenen Bedin- 
gungen, Dann wurde auf Neubildung adrenalinartiger Substanz, 
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gepriift, wobei ein jeweiliger Leerversuch als Vergleich diente. 
Es gelang uns eine vermehrte Neubildung aus Tyramin, das hier 
offensichtlich aus Tyrosin durch die Funktion der Nierenschnitie 
entstanden sein mu, nachzuweisen. Weitere Versuche iiber die 
Frage der Tyraminbildung im intermediiren Stoffwechel sind 
noch im Gange, doch glauben wir uns schon jetzt zu der An- 
nahme berechtigt, daB die Niere aus Tyrosin Tyramin zu 
bilden vermag. 


10. Es verdienen noch einige Leobachtungen erwihnt zu 
werden, die wir bei unseren Versuchen iiber die Adrenalin- 
synthese mit iiberlebenden Gewebsschnitten gemacht haben, da 
sie von grundsitzlicher Bedeutung fiir Versuche tiber Synthesen 
im tierischen Organismus zu sein scheinen. 

Trotz Einhaltung vdllig gleichartiger Versuchsbedingungen: 
Tiere gleichen Wurfes, gleicher Haltung, gleicher Nahrung, Pflege 
und Unterbringung, trotz Verwendung gleicher Organmenge, Lé- 
sungsmenge, T'emperatur und gleicher Zusatzmenge von ‘l'yramin 
sowie trotz gleicher Reaktionsdauer gelang die Synthese nicht in 
allen Versuchen. Ja, in der Zeit vom November bis Anfang Januar 
ist uns iiberhaupt keine Synthese von adrenalinartiger Substanz 
im Reagenzglase gelungen, wihrend sie in der Folgezeit — schein- 
bar gleichzeitig mit dem Trichtigwerden einiger Tiere — wieder 
in fast allen Versuchen gelungen ist. Diese Tatsache sowie die 
schon erwiihnten Befunde, daB weder die verwandte Organmenge 
noch die angewandte Tyraminkonzentration von wesentlichem 
HinfluB auf den Verlauf der Synthese sind, haben uns zu der 
Uberzeugung gefiihrt, daB das Gelingen dieser Reaktion im 
Reagenzglase mit iiberlebenden Gewebsschnitten abhingig ist vou 
der an die vitale Funktion der Zellen gebundenen Aufbaufihig- 
keit des Organs, sich also nach den zur Zeit der Tétung des 
Tieres herrschenden Bedarf an Reaktionsprodukt — Adrenalin — 
richtet. Die gleichen Beobachtungen bestirken uns in der 
Annahme, daB es sich bei der neugebildeten Substanz tat- 
sichlich um Adrenalin handelt; warum sollte die Neubildung 
einer dem Adrenalin ,,ihnlichen“ Substanz vom Bedarf des Orga- 
nismus an Adrenalin abhingig sein? Versuche, eine Tendenz 
des Organes zur Synthese kiinstlich herzustellen, sind noch im 
Gange. 


Wir méchten die Adrenalinsynthese als reine ,Aufbau- 
synthese“ bezeichnen, deren Ablauf abhiingig ist vom Bedarf des 





Org. 
wir 

und 
orge 
syn 
bild 
der 

end 
dies 
west 
Stof 
deut 
ihre 
ti0! 
set: 


losu 
wele 
Lost 
macl 
verd 
l6su 
stant 
sich 
der 


wie 








Uber die Adrenalinsynthese im Reagenzglase usw. 247 


Organismus an Reaktionsprodukt — an Adrenalin —, wiihrend 
wir die Harnstoffsynthese im Siugerorganismus [H. A. Krebs 
und K. Henseleit’)] und ebenso die Harnsiuresynthese im Vogel- 
organismus [W. Schuler und W. Reindel’)] , Ausscheidungs- 
synthesen“ nennen méchten. Letztere dienen nicht der Neu- 
bildung eines fiir den Organismus notwendigen Stoffes, sondern 
der Ausscheidung eines fiir den Organismus giftigen Stoffwechsel- 
endproduktes, der Ausscheidung von Ammoniak. Der Ablauf 
dieser letzteren Synthesen, der Ausscheidungssynthesen, ist niimlich 
wesentlich abhiingig von der Konzentration des auszuscheidenden 
Stoffes, wobei allerdings auch die vitale Zellfunktion von Be- 
deutung ist. Ausscheidungssynthesen stehen daher in 
ihrer Reaktionskinetik den abbauenden Fermentreak- 
tionen nahe, Aufbausynthesen gehorchen anderen Ge- 
setzen. 


III. 


Versuchsteil. 


1. Eichung des Stufenphotometers fir Adrenalin mit Adrenalin- 
losungen bekannten Gehaltes. Von einer Suprareninlésung (Merck), 
welche in 1 ccm 1 mg Adrenalin enthilt, wurden mit der physiologischen 
Liésung nach H. A. Krebs, womit wir die meisten unserer Versuche 
machten, verschiedene Verdiinnungen hergestellt. Von jeder der verschieden 
verdiinnten Adrenalinlésungen wurden 4 ccm mit 1,8 ccm gesiittigter Soda- 
lésung und 0,2 cem Phosphorwolframsiure versetzt und die Stirke der ent- 
standenen Blaufiirbung im Stufenphotometer bestimmt. Als Filter erwies 
sich 8. 57 am giinstigsten. Abgelesen wurde genau 3 Minuten nach Zugabe 
der Phosphorwolframsiiure. 

Adrenalin erwies sich in Konzentration von 0,1—1,0 mg-°/, als ablesbar, 
wie folgende Tabelle zeigt: 














Tabelle 1. 
Konzentration 
von Suprarenin | Trommelablesung 
in mg-"/, 
0,05 — 
0,1 78 
0,2 67 
0,25 58 
0,5 37 
1,0 14 
2,0 —_ 
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2. Versuche mit tiberlebenden Nebennierenschnitten von Meer- 
schweinchen unter Zusatz hypothetisch als Vorstufen angenommener 
Substanzen. Etwa 1 mm dicke Schnitte von Nebennieren, die Meer- 
schweinchen gleich nach dem Tode entnommen und freipripariert wurden, 
werden abgewogen, in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und 
quantitativ in Rundkélbchen mit 5ccem physiologischer Lésung nach Krebs 
iibergefiihrt. Von den Nebennieren eines Tieres wurde ein Versuch ohne 
und ein oder mehrere Versuche mit Zusatz der genannten Substanzen an- 


gesetzt. Nach einigen Stunden Schiitteln im Thermostaten unter Sauerstoff 


bei 88° wurden 2 ccm jeder der Lésungen abpipettiert, mit 0,5 cem 1/,, n-Salz- 
siure, 0,5 ccm Uranylacetatlésung (1,55 °/,), 7,0 cem Aqua dest. versetzt. 
Nach dem Filtrieren wird mit 4 cem Filtrat die im Versuch 1 beschriebene 


Bestimmung mit dem Stufenphotometer ausgefiibrt. 


Tabelle 2. 




















m Adrenalinartige 
Lésungs-] Organ- 
Versuchs- 5 Zusatzsubstanz Substanz 
: menge menge er : ———— 
Nr. in cem | in mg je 20 mg-", _Gehalt | Zunahme 
in mg-°/, | in mg-°/, 
la 5 170 025 ; — 
b 5 170 Tyramin 0,94 | 0,69 
c 4) 170 Tyrosin 0.25 , 0O 
2a 5 170 — 0,25 | — 
b 5 170 Tyramin 125 | 41,0 
e 5 170 Tyrosin 031 | O 
3a 5 150 _ si 
b dD 150 Tyramin 1,56 | 1,0 
4a 5 140 — — i 
b 5 140 Tyramin 1,0 | 0,62 
c 5 140 Hordenin 0,56 0,28 
ba 5 140 — 056 | — 
b 5 140 Tyrosin 0,40 0 
6a 5 140 = 050 |; — 
b ) 140 Tyramin 1,75 | 41,25 
¢ ) 140 Phenylathylamin 1,0 0,5 
d 5 140 Phenylalanin 0,56  O 
7a 5 140 — 056 | — 
b 5 140 Tyrosin 056 | O 
€ 5 140 Phenyloxyiithylamin 0,56 § 0 
8a D 140 — 068 {| — 
b 5 140 Tyramin 188 | 1,25 
e 3 140 Phenylathylamin 1,0 | 0,37 
d 5 140 Phenylalanin 0,75 | 0,18 
9a 5 200 - 056 | — 
b 5 200 Tyramin 1,56 1,0 
e 5 200 Phenylathylamin 1,06 0,5 
10a 5 140 _ 1,31 _ 
b 5 140 Tyramin 1,88 0,57 
¢ 5 140 Phenylithylamin 1,31 0 
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3. Versuche mit Nebennierenbrei bzw. -pulver von Meerschwein- 
chen unter Zusatz von Tyramin: An Stelle von iiberlebenden Neben- 
nierenschnitten wurden die Nebennieren von Meerschweinchen sofort nach 
dem Tode der Tiere freipripariert und 


A) mit dem Rasiermesser zu feinem Brei zerhackt, 
B) mit Aceton und Ather zu Pulver getrocknet. 
Die sonstige Versuchsanordnung entspricht der unter 2. 


Tabelle 3. 








Lésungs- 
menge 
in ecm 





Organmenge 
in mg 





Tyramin- 
zusatz 

° ») 

in mg-”/, 





Adrenalinartige Substanz 





~ Gehalt 


in mg-"/, | 
1,56 
1,81 


0,19 
0,19 


Zunahme 
in mg-’/, 


0,25 


0 


4. Versuche zur Ermittlung der optimalen Tyraminkonzentration: 
Tyramin wurde in derselben Versuchsanordnung wie unter 2. beschrieben 


in Konzentrationen von 5, 10 und 20 mg-?/, 


Tabelle 4. 


zugesetzt. 








Adrenalinartige Substanz 











Veus Lésungs- Organmenge Tyramin- ~ 
Nr menge in mg zusatz Gehalt Zunahme 
in ccm in mg-°/, in mg-°/, in mg-?', 
la 2,5 60 — 0,31 — 
b 2.5 60 5 0,37 0,06 
c 2,5 60 10 1,20 0,89 
d 2,5 60 20 1,20 | 0,89 
2a 2,5 125 — 1,19 — 
b 2,5 125 10 225 | 1,06 
¢ 2,5 125 20 1,56 | 0,37 
3a 2,5 80 sie 1,12 on 
b 2,5 80 10 1,44 0,32 
¢ 2.5 80 20 1,12 0 
4a 5 160 _ 1,44 _ 
b 5 160 10 1,70 0,26 
¢ 5 160 20 1,44 0 














5. Versuche zur Ermittlung des p,,-Optimums: Aufer Versuchen 
mit Lésung nach H. A. Krebs wurden Versuche mit Phosphatpuffer nach 
Sérensen von verschiedenem p,, durchgefiihrt. 
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Tabelle 5. 
, Adrenalinartige 
> | Lésungs-| Organ- |Tyramin- ¥ Substanz 
Ay Lésungsmittel = 
oS menge menge zusatz 
2 sn com in mg |in mg-°/, und py Gehalt | Zunahme 
in mg-°/, | in mg-°/, 
la D 130 — Phosphat- 5,2 0,31 — 
b 5 130 20 puffer 5,2 0,31 0 
2a 5 200 — Phosphat- { 5,7 1,62 — 
by 5 200 {| 20 puffer [5,7 | 1,80 | 0,18 
3a] 2,5 80 -_ ( 6.8 0,81 in 
b 2,5 80 20 6,8 1,88 1,07 
4al 5 140 som 6,8 0,50 — 
b] 5 140 20 6,8 1,75 1,25 
bal 5 140 _ 6,8 0,63 - 
b 5 140 20 Phosphat- 6,8 1,88 1,25 
6al 5 260 ~ puffer | 68 0,56 _ 
b] 5 260 10 6,8 1,56 1,0 
Tal 2,5 125 oh 6,8 1,19 wane 
b}] 2,5 125 10 6,8 2,25 1,06 
Sa} 2,5 60 _ 6.8 0,31 ses 
b] = 2,5 60 10 6,8 1,20 | 0,89 
Mittelwert fiir pj; 6,8 1,10 
gal 5 200 a 1,4 0,50 on 
b] 5 200 10 1,4 0,88 0,38 
10a} 5 180 _ 1,4 0,44 _ 
b] 5 180 10 1,4 1,0 0,56 
lial 5 180 _ 1,4 0,37 ~ 
b 5 180 10 7,4 0,69 0,32 
wal 5 180 se 1,4 1,25 — 
b] 5 180 10 1,4 2,15 1,50 
13a] 2,5 85 _ Krebs- ! 7,4 0,44 - 
b 2,5 85 10 lésung 7,4 0,90 0,46 
ida] 5 120 on 1,4 0,31 - 
b] 5 120 10 1,4 0,94 0,63 
bal 5 120 a 1,4 0,06 sa 
b 4) 120 10 7,4 0,69 0,63 
16a] 2,5 60 _ 1,4 1,12 - 
po} = 2,5 60 10 1,4 1,50 0,38 
Tal 5 110 sd 1,4 0,88 sn 
b] 5 110 10 At, 1,56 0,68 
Mittelwert fiir Krebslésung 7,4 0,62 
18a 2,5 120 — Phosphat- 7,8 1,0 _— 
b} 2.5 120 20 puffer | 7,8 1,20 0,20 
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6..Versuche zur Ermittlung der optimalen Versuchszeit. Zur 
Ermittlung der optimalen Versuchszeit wurden die Versuche mit einer 
Tyraminkonzentration von 20 mg-°/, jeweils nach 1, 2, und 3 Stunden 
unterbrochen und nach dem Ansiuern die adrenalinartige Substanz sofort 
colorimetrisch bestimmt. 

































































Tabelle 6. 
. Lésungs- Organ- | Versuchs- | Adrenalinartige Substanz 
Versuchs- menge menge zeit |, 
Nr. ‘ ; , Gehalt | Zunahme 
js ee | 
— _ eS EE 
la 2,5 120 1 iss _ 
b 2,5 120 1 130 | 0 
2a 5 200 1 156 | = 
b D 200 1 1,19 0 
3a 5 140 1 ~-_ -— = 
b 5) 140 1 1,44 | 0,19 
4a 2.5 60 1 0,38 | _ 
b 2,5 60 1 1,0 | 0,62 
Mittelwert fiir 1 0,20 
5a 5 200 2 0,56 = 
b 5 200 2 1,56 1,0 
6a 2,5 160 2 0,81 an 
b 2,5 160 2 1,88 1,07 
7a 5 150 2 0,56 — 
b 5 150 2 1,56 1,0 
8a 5 140 2 0,50 
b 5 140 2 1,75 1,25 
9a 5 140 2 0,38 ote 
b 5 140 2 1,0 | 0,62 
10a 2,5 60 2 0,38 | _ 
b 2,9 60 2 1,25 | 0,87 
Mittelwert fiir 2 0,97 
lia 5 170 3 0,25 i 
b 5D 170 3 0,94 0,69 
i2a 2,5 80 3 0,69 _ 
b 2,5 80 3 1,25 0,56 
13a 5 150 8 0,25 _ 
b 5 150 1,25 1,0 
Mittelwert fiir 3 0,75 


7. Versuche zur Ermittlung der Wirksamkeit des Organs nach 
Trennung von Mark und Rinde. Sofort nach dem Tode des Tieres 
werden die Nebennieren nach Herauspriiparieren und Siubern in Schnitte 





952, Werner Schuler und Anton Wiedemann, 


zerlegt. An den Schnitten wird mit dem Rasiermesser Mark und Rinde 
voneinander getrennt und einzeln unter Tyraminzusatz unter den gleichen 
Versuchsbedingungen, wie unter 2. beschrieben, behandelt. 


Tabelle 7. 





























ms : Adrenalinartige 
Lésungs-| Organ- | Tyramin-|Versuchs- 8 
Versuchs- 6 ga y ‘ Substanz 
N menge menge zusatz zeit a 
” in cem in mg Jin mg-°?/,}| in Stdn. _ Gehalt Zunahme 
in mg-°/,| in mg-°/, 
Rinde. 
la 2,5 200 ne 2 0,50 _ 
b 2,5 200 10 2 0,38 0 
Mark. 
la 2,5 200 _ 2 1,25 pie 
b 2,5 200 10 2 2,86 (| 1,61 
2a 2,5 120 _ 2 ae 
b 2.5 120 10 2 2,0 0,81 


8. Blutdruckversuche: 
i. 


Angesetzte Versuchslésungen. 


I. 140 mg Nebennierenschnitte + 5 ccm Phosphatpufferlésung pg 6,5 


II. 140 mg - + 0,5 mg Tyramin in 5 cem Phosphat- 
pufferlésung py 6,8 
III. 140 mg ” + 5 cem Phosphatpufferlésung py 6,5 


Nach 2 stiindigem Schiitteln dieser Losungen im Thermostaten bei 35° 
werden jeweils 4 ccm herauspipettiert, mit 0,5 ccm n/10-HCl angesiuert, 
mit 0,5 ccm Uranylacetat enteiwei8t, filtriert und das Filtrat in braune 
Schliffflischchen gefiillt. Lésung I und II wurden zum Blutdruckversuch 
und nach 5 facher Verdiinnung zur colorimetrischen Bestimmung verwandt. 
Zu Filtrat III wurde Tyramin in einer Konzentration, die der in Lésung I! 
entspricht, kurz vor dem Blutdruckversuch zugesetzt. 


Blutdruckversuch. 


Kater, dunkelgrau getigert, 3,0 kg. 


Narkose. 
9 Uhr 10cem 25°/,ige Urethanlésung subcutan 
| a 5eem 25 °/,ige ‘s ‘i 
ew 3eccm 25 °/,ige - ” 
wm. 6,0 mg Atropin sulf. intramuskulir 








verst 








n 
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Injektion der Lésungen intravends. 








Hg-Manometerstand 
15*° Uhr i: ~ Anstieg 
vor nach 
Injektion | Injektion 











0, 01 mg Suprerenin . ae a a ae ee 70/78 | 112 34 
1 0 ee ee ee 72/78 | 100 18 
1 0 ecm Lésung II . . 74,82 | 104 22 


1,0 eem Lésung III + Tyramin kurz vor 








dem Blutdruckversuch. — 74/82 98 16 
FE eS See eee 72/80 106 26 
SOG Rw 72/78 110 32 


Colorimetrische Bestimmung. 




















‘Seesliiaias Substanz 
Lésung a 
Nr. Gehalt Zunahme 

in mg-°/, in mg-°/, 
I. 0,38 — 
I. 069 | 0,81 
II. 


Angesetzte Versuchslésungen A. 
id. 180mg Nebennierenschnitte + 5 cem Krebslésung. 
2d. 180mg Nebennierenschnitte + 5 cem Krebslésung + 0,5 mg Tyramin. 


Durchfiihrung des Versuches sowie Enteiweifung wie bei Blutdruck- 


versuch I. 
Blutdruckversuch. 


Kater, hellgrau getigert, 3,2 kg. Narkose wie bei Blutdruckversuch I. 


oe der Bares intravends. 


























Hg- -Manometerstand in mm — 
-| Anstie 
vor Injekt. nach njekt. ° 
2,0 eem Lésung id. + 7 ery kurs l 
vor Blutdruckversuch. ... . 100 | 112 12 
2,0 cem Lésung 2d. ....... 105 135 30 
0,005 mg Suprarenin ....... 100 | 130 30 


Colorimetrische Bestimmung. 

















, Adrenalinartige Substanz 
Lésung 
Nr. Gehalt Zunahme 
in mg-?/, in mg-°/, 
id 1,25 wie 
2d 2,75 1,50 
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Angesetzte Versuchslésungen B. 
Zur Klirung der Frage, ob aufer Tyramin auch Dopa Vorstufe bei 
der Adrenalinsynthese ist. 


2b 155 mg Nebennierenschnitte + 5 ccm Krebslésung. 
3b 155 mg Nebennierenschnitte + 5 ccm Krebslésung + 0,5 mg Dopa. 
Durchfiihrung des Versuches sowie Enteiweifung geschieht wie bei 
Blutdruckversuch I. 
Blutdruckversuch. 
Kater, hellgrau getigert, 3,2 kg. Narkose wie bei Blutdruckversuch I. 


Injektion der Lésungen intravendés., 

















| He- Manometerstand in mm 
apa aero —— Anstieg 
vor Injekt. | nach Injekt. 
0,005 mg Suprarenin — 100 130 30 
1,0 ecm ‘Lésung 2b + Dopa (kurz \ vor 
Blutdruckversuch zugesetzt) . . 105 120 15 
1,0 cem Lésung 3b... ..... 105 115 10 


9. Versuch iiber Tyraminbildung aus Tyrosin mit Nierenschnitten 
von Meerschweinchen: 
Ansatz A. 
1. 900 mg Meerschw.-Nierenschn., 15 ccm Lésung nach Krebs, ohne Zusatz, 
2. 900 mg Meerschw.-Nierenschn,, 15 cem Lésung nach Krebs, 3 mg Tyrosin. 


Nach 8 stiindigem Schiitteln bei 38° unter Sauerstoff aufgekocht und 
filtriert. Beide Lésungen enthalten je 1,8 mg-°/, Harnsiure, die mit dem 
Folinschen Reagens bestimmt wurde und bei der spiteren Adrenalin- 


bestimmung mit dem Folinschen Reagens beriicksichtigt werden mubBte. 


Zur Priifung, ob durch die Nierenschnitte aus Tyrosin Tyramin gebildet 
wurde, haben wir obige beide Ansatzlésungen mit Nebennierenschnitten ver- 
setzt; gebildetes Tyramin muBte dann eine Adrenalinneubildung bedingen: 




















Ansatz b. 
Adrenalingehalt B k 
ee emerkungen 
Gehalt Zunahme 5 
I. 35 mg Nebennierenschnitte 
2,5 cem Lésung nach Krebs | 0,69 — 
II. 35 mg Nebennierenschnitte In den Lisungen II—IV 
2,5ceem Loésung 1... . 4] 0,62 0 ist die durch den Harn- 
“= 7 ; . - siuregehalt bedingte 
[1]. 35 mg Nebennierenschnitte ; Farbvertiefung mit dem 
2,5ecm Lisung 1... . 1,85 1,16 Folinschen Reagens 
0,25 mg Tyramin. .... durch Gegenschaltung 
IV. 35 mg Nebennierenschnitte im  Stufenphotometer 
2,5mg Lésung 2... .. | 1,12 0,5 in Abzug gebracht. 
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Nebennierenschnitte ergaben also mit der Lésung 1 ohne Zusatz von 
Tyrosin keine Anderung im Adrenalingehalt. Zusatz von Tyramin zu 
Lésung 1 zeigt an der Vermehrung des Adrenalingehaltes, da8 die Neben- 
nieren zur Adrenalinsynthese fihig sind. Lésung 2 zeigt mit den Neben- 
nierenschnitten des gleichen Tieres eine Adrenalinvermehrung, mu8 also 
Tyramin enthalten. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Es ist erstmals gelungen unter physiologischen Bedingungen 
mit dem Werkzeuge iiberlebender Zellen im Reagenzglase eine 
dem Adrenalin sehr nahestehende Substanz, mit Wahrscheinlich- 
keit Adrenalin selbst zu synthetisieren. 

2. Die Synthese erfolgte mit Hilfe itiberlebender Nebennieren- 
schnitte von Meerschweinchen. Bei getrennter Anwendung yon 
Mark und Rinde erweist sich Mark als wirksam, Rinde als un- 
wirksam. 

3. Vorstufe fiir die Synthese in der Nebenniere ist Tyr- 
amin. 

4, Dioxyphenylalanin (Dopa) und Phenyloxyithylamin kommen 
fiir die Nebenniere als Vorstufen fiir die Synthese nicht in 
Frage. 

5. Auch zu dieser Synthese ist ebenso wie zur Harnstoff- 
synthese (H. A. Krebs und K. Henseleit, a. a. 0.) und Harn- 
siiuresynthese im Vogelorganismus (W. Schuler und W. Reindel, 
a. a. QO.) iberlebendes Gewebe, also die vitale Zellfunktion not- 
wendig. 

6. Die Bildung von Tyramin als Vorstufe in der Nebenniere 
muB unseres Erachtens nach in einem anderen Organ als in der 
Nebenniere erfolgen. Versuche, itiber die spiter ausfiihrlicher 
berichtet werden soll, berechtigen uns schon jetzt zu der An- 
nahme, daB die Niere Tyrosin zu Tyramin zu decarboxylieren 
vermag. 

7. Im Gegensatz zu fermentbedingten, abbauenden Reaktionen 
sind Synthesen, die nur dem Aufbau dienen und daher ,,Aufbau- 
synthesen“ genannt seien, nur wenig von der Konzentration des 
Substrates (z. B. Tyramin) oder von der Menge angewandten Ge- 
webes (z. B. Nebennieren) abhingig, sondern in besonderem Mabe 
von der an die vitale Zellfunktion gebundenen Aufbaufihigkeit 
des Gewebes. Diese vitale Zellfunktion wird im Organismus von 
nervésen und hormonalen Faktoren je nach Bedarf an Reaktions- 
produkt (z. B. Adrenalin) sinnvoll gesteuert, ist aber an isolierten 


17* 
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Organgewebsschnitten in vitro gegen Hinfliisse jeder Art sehr 
empfindlich. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 


Unterstiitzung bei dieser Arbeit unseren ergebensten Dank aus.. 


OW TAS OR go PO 
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Eine Farbreaktion der Sexualhormone und ihre Anwendung 
zur quantitativen colorimetrischen Bestimmung. 


Von 
W. Zimmermann. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Institutes fiir Schiffs- und Tropenkrankheiten 
in Hamburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. April 1935.) 


Die Jaffesche Reaktion auf Kreatinin!) mit alkalischer 
Pikrinsiurelésung ist seit 1886 bekannt und seit dieser Zeit 
Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen. Im Jahre 1928 haben 
nun Weise und Tropp”) gezeigt, daB sie von allen Kérpern mit 
aktiven Methylen- und Methingruppen, speziell mit CO-—CH,- 
Gruppierung, gegeben wird. 

Die Formeln der Sexualhormone sind in den letzten Jahren 
mit Sicherheit ermittelt worden. Da sie alle die charakteristische 
CO—CH,-Gruppe haben, hatte ich eine positive Jaffereaktion er- 
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Es wurden zuerst Modellversuche mit Cyclohexanon und 
Desoxybenzoin ausgefiihrt. Da sich dabei herausgestellt hatte, 
daB bei hoher Verdiinnung der Komponente mit aktiver Methylen- 
gruppe wohl noch m-Dinitrobenzol gut erkennbare Farbtine gibt’), 
andere Polynitrokérper dies aber nicht tun, wurde fir die weiteren 
Versuche nur mit m-Dinitrobenzol gearbeitet. Nachdem bis zu 
etwa 3 y der genannten Stoffe bei Konzentrationen bis zu 10 y/ccm 
noch festgestellt werden konnten, wurde die Reaktion auch mit 
Hormonen versucht. Herr Privatdozent Dr. Slotta, Breslau, 
stellte mir dazu in entgegenkommendster Weise krystallisiertes 
Follikelhormon vom Schmelzp.251—253°, Luteosteron D, Schmelz- 
punkt 121°, und zwei Handelspriiparate zur Verfiigung. Die er- 
wartete Reaktion trat tatsiichlich ein, allerdings nicht in der er- 
hofften Intensitéit. Die Farbe war bei Follikelhormon violett. 
bei Corpus luteum-Hormon briunlich-violett, nach einigem Stehen 
rot. Daraufhin erhielt ich durch Vermittlung von Herrn Prof. 
Ruzicka, Ziirich, von der Ciba A. G., Berlin, krystallisiertes 
synthetisches*) Androsteron vom Schmelzp. 181°. Auch dieses 
gab eine violette Farbe. Ich konnte auf diese Weise in alko- 
holischer Lisung bis zu 10 y Androsteron bei einer Konzentration 
von 200 y Hormon im Kubikzentimeter, bis zu 20 7 Follikelhormon 
bei einer Konzentration von 400 y/ccm und bis zu 50 y Corpus 
luteum-Hormon bei einer Konzentration von 1000 y/ccm noch 
gut erkennen. 

Zu 0,05 cem alkoholischer Hormonlésung werden 0,05 cem alkoholischer 
1°/, m-Dinitrobenzollésung und 0,1cem wiiBrige 15°/,ige Kalilauge gegeben. 
Nach 1 Stunde sind meist recht intensive Farbténe erreicht. Ist die Hormon- 
konzentration zu schwach, so verdunstet man bei etwa 70° bis fast zur 
Trockne vor dem Zugeben der Lauge. Es ist daneben eine Blindprobe zu 
machen mit 0,05 cem des zur Lésung benutzten Alkohols, ob die Firbung 
nicht von den Reagentien allein herriihrt. Das m-Dinitrobenzol muB rein**) 
sein, die Lésung muB in brauner Flasche aufbewahrt und hiufig erneuert 
werden. Alte Liésungen werden mit wiibriger Kalilauge allein und frische 
auf Zusatz von alkoholischer Lauge oder beim Erhitzen briunlich-violett, 


wiihrend beim Einhalten der obigen Bedingungen die Dinitrobenzollésung 
in den ersten Stunden farblos bleibt und erst spiiter schwach gelblich wird. 


*) Uber Reaktionen mit m-Dinitrcbenzol vg]. Bitt6‘), Reissert®) und 
Péronnet u. Truhaut®). Die Farbreaktionen des m-Dinitrobenzols, des 
Trinitrophenols und anderer Polynitrokérper stellen den gleichen Typ dar. 

**) m-Dinitrobenzol wird mittels der Truhautschen Harnsiiureprobe ’) 
auf Reinheit gepriift, denn diese Reaktion wird nach Bose’) nicht von 
m-Dinitrobenzol, sondern nur vom o-Dinitrobenzol gegeben, so dab man ge- 
ringste Verunreinigungen an der auftretenden Violettfirbung erkennen kann. 
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Dinitrobenzol und Kalilauge werden darum erst unmittelbar beim Versuch 
zusammengegeben. 

Ich méchte noch einmal betonen, daB die Reaktion nicht 
spezifisch ist, sondern von allen Kérpern mit aktiver Methylen- 
eruppe gegeben wird, also auch vom Aceton, das man darum 
nicht als Lésungs- oder Reinigungsmittel benutzen kann. Anderer- 
seits liBt sich die Reaktion auch konstitutionschemisch ge- 
brauchen, wie folgendes Beispiel zeigt: 

Herr Dr. Slotta schickte mir 2 krystallisierte Substanzen 
zur Untersuchung; Substanz I gab keine Reaktion, II eine deut- 
lich positive Reaktion, die in ihrem Farbton dem Luteosteron 
iihnlich war. Daraufhin teilte mir Herr Dr. Slotta mit, daB es 
sich bei I um Pregnandiol, bei If um Pregnandion vom Schmelz- 
punkt 123° gehandelt hatte. 





0 
CHOH-CH, C—CH, 
CH, CH, 
ee ge ia ge 

cu, | Le a dl CH, | at 
a HC kg ae 

| 
J . 2 C' 

ee ae en itl i a 
Pregnandiol Pregnandion 


Die Reaktion liBt sich auch zur quantitativen Bestimmung 
der Hormone anwenden. M.W. gibt es bis jetzt keine chemische 
Reaktion auf Sexualhormone. Die Bestimmung und Auswertung 
von Hormonchargen geschieht nur mittels Tierversuch. 

Diese Versuche sind zeitraubend und kostspielig. Ublich ist fiir miinn- 
liches Sexualhormon der Hahnenkammtest, wobei fast jeder Autor seine 
besondere Modifikation anwendet, die Einheiten unterscheiden sich um ein 
Betrichtliches. Ein Test dauert 3—5 Tage. Schneller arbeitet der Bitter- 
lingtest nach Glaser (5 Stunden). Beim Follikelhormon gebraucht man 
Ratten- und Miiuseeinheiten, beim Corpus luteum-Hormon spricht man von 
Claubergschen und Cornerschen Kanincheneinheiten. 

Da8 das Beersche Gesetz der Proportionalitit von Ab- 
sorptionskonstanten und Konzentration fiir die Farbreaktion der 
untersuchten Hormone gilt, wurde durch besondere Versuche fest- 
cestellt. 

Die Farbintensitiit hingt ab: 1. von der Hormonkonzentration, 
2. von der Alkalitiit, 3. von der Zeit. In untergeordnetem Mafe 
4, von der Konzentration an Dinitrobenzol und 5. von der Tempe- 
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ratur. Um zu vergleichbaren Werten zu kommen, miissen also 
simtliche Faktoren konstant gehalten werden, andern darf sich 
nur die Konzentration der Hormonlésung. 

0,3 cem Hormonlésung werden mit 0,065 cem einer 1°/, igen alkoho- 
lischen m-Dinitrobenzollésung und darauf mit 0,05 cem wiBriger 15°, iger 
Kalilauge versetzt. Nach 1 Stunde wird bei Zimmertemperatur im Colori- 
meter gemessen. Als Vergleichslésung dient eine 0,0001 molare = 0,0005 nor- 
male Kaliumpermanganatlésung (bei Androsteron). Es entsprechen 7,5 mm 
Schichthéhe der Vergleichslésung einer Konzentration der Ausgangslésung 
von 1000 y Hormon im Kubikzentimeter (Schichthéhe 1 mm). 

Ebenso geschieht die Bestimmung der anderen Hormone. Bei Luteo- 
steron und Pregnandion gebrauchte ich eine Vergleichslésung, die in 100 eem 
Wasser 1,16 mg Kaliumpermanganat und 30,8 mg Kaliumbichromat enthielt: 
73,5 cem 0,0005 normale Kaliumpermanganatlésung und 7,7 cem einer 
Kaliumbichromatliésung, die 0,4 g in 100 ccm Wasser geldést enthilt, werden 
zusammengegeben und auf 100 ccm mit Wasser aufgefiillt. 


Die angegebene Vorschrift soll keine endgiiltige sein. Ich 
verwandte fiir meine Bestimmungen ein normales Leitzsches 
Colorimeter nach Dubosgq, das fiir etwa 10 ccm Inhalt eingerichtet 
ist; bei Verwendung eines Mikrohimoglobinometers wiirden sich 
ohne weiteres genauere Werte unter Anwendung kleinerer Volumina 
erzielen lassen. Es ist daher méglich, den Hormongehalt von 
Priparaten oder von Chargen bei der Darstellung der Stoffe 
statt durch Tierversuch colorimetrisch zu bestimmen. 

Androsteron ist im Mannerharn mit 5 HE./Liter = 1 mg/ 
Liter zu finden*). Da die fiir die Reaktion giinstigste Konzen- 
tration bei 500 y/ccm = 500 mg/Liter liegt, so ist eine mindestens 
500 fache Anreicherung notwendig, ehe man die Reaktion anwenden 
kann. Nach dem von Butenandt®) angegebenen Verfahren zur 
Darstellung von Androsteron diirfte die Reaktion von der 3. Stufe 
an durchfiihrbar sein. Da keins der zur Aufarbeitung not- 
wendigen Reagentien in reiner Form (HCl, CHCl,, KOH, W., Bzl., 
PA,, A.) eine Reaktion mit alkalischer m-Dinitrobenzollésung gibt, 
ist auch keine Stérung von der Seite aus zu befiirchten. 10 y, 
die geringste Menge, die ich nachweisen konnte, entsprechen 
‘his—"/e0 HE:! 

Der Gehalt an Follikelhormon betrigt bei Schwangeren- 
harn 20000—40000 ME./Liter (2,5—5 mg/Liter), beim Harn des 





*) Interessanterweise findet man im Harn gesunder Frauen nach Unter- 
suchungen von Siebke*) und Kéhler’) 6—7 ME. Androsteron pro Liter. 
Da die verwendete HE. dabei 4 mal gréBer ist als die Laqueursche, diirfte 
aus dem Harn gesunder Frauen mindestens ebensoviel, wenn nicht 5 mal 
mehr Androsteron als aus Minnerharn zu gewinnen sein. 
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Hengstes 40000 ME./Liter (5 mg/Liter), beim Harn tragender 
Stuten 100000—200000 ME./Liter (12,5—25 mg/Liter). Es ist 
also bei Schwangerenharn eine etwa 100fache Anreicherung zu 
leisten. Bei der Aufarbeitung!") werden ebenfalls keine stérenden 
Reagentien angewandt (CH,OH, PA. W., A., Bzl., HCl, Na,CO,, 
NaOH). Auch hier diirfte man schon bei der dritten Charge die 
Reaktion anwenden kénnen. 

Corpus luteum-Hormon liBt sich weder aus Blut noch 
aus Exkreten darstellen, man kann es aus dem Corpus luteum 
oder aus reifer menschlicher Plazenta’*) gewinnen. Bei der Auf- 
arbeitung nach Allen?!*!*1!5) benutzt man u. a. Aceton, so daB 
ich hier nicht angeben kann, wie weit sich die Reaktion an- 
wenden 1aBt. 

Vergleich der biologischen Teste mit dem chemischen Verfahren: 






































Biologische Chemischer 
Hormon Einheit Dauner Nachweis bis: | Duet 
Androsteron | 1 HE=150—200y | 5 Tage |]/10 7 = 0,06 HE} 1 Stunde 
Follikelhormon | 1 ME= etwa 0,1 - 20 y = 160 ME | 1 Stunde 
Luteosteron | 1 KE=etwa 5007 + 50 y = 0,1 KE | 1 Stunde 


Am Schlu8 méchte ich Herrn Privatdozent Dr. Slotta, Herrn Prof. 
Dr. Ruzicka sowie der Ciba A. G. Berlin fiir die Uberlassung der Priipa- 
rate und den Herren Dr. Weise und Dr. Oesterlin vom Tropeninstitut 
fiir ihre Ratschlige ergebenst danken. 


Zusammenfassung. 

Eine Abart der Jaffeschen Pikrinsiurereaktion auf Krea- 
tinin wird auf die Hormone Androsteron, Follikelhormon und 
Luteosteron, sowie Pregnandion angewandt. Sie beruht auch hier 
auf dem Vorhandensein einer CO—CH,-Gruppierung. Es lassen 
sich so bis zu 10 y Androsteron, 20 y Follikelhormon, 50 y 
Luteosteron und 25 y Pregnandion noch gut erkennen. Da die 
Farbintensitaét der Konzentration proportional ist, laBt sich der 
Gehalt an Hormon quantitativ durch Colorimetrie bestimmen. 


Versuchsteil. 


1. Versuche mit Androsteron. Es werden alkoholische Lésungen 
des Hormons hergestellt, die 2000 y/eem, 1000 y/ecm, 500 y/cem, 200 y/ccm 
und 100 y/eem enthalten. 

Wie Versuch A 20 zeigt, ist die Reaktion selbst bei einer Konzentration 
von 100 y/eem noch erkennbar, allerdings wurde hier mit einem gréBeren 
Volumen (0,3 ccm) gearbeitet. Bei zu hoher Alkalitit geht die Farbe nach 
etwa 90 Minuten von violett ins Weinrote tiber. 
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Qualitative Proben. 





























mg Alkoh.] Hormon | m-Di |KOH] Re- Farbe Bemerkungen 
Nr. | aktion 
ecm |eem| y | cem [ecem] ce ee ae 
Al 01 | — | — | 0,06 | 0,1 — farblos nach 165 gelb 
2 — |0,1 | 200 | 0,06 | 0,1 a violett | nach 2 Min. deutl. 
5 — |0,05|) 50 | 0,06 | 0,1 = violett |nach 10 Min. intens, 
6 — |0,05 25 | 0,06 | 0,1 + violett | nach 25 Min. deutl. 
7 — 10,05 10 | 0,06 | 0,1 + violett |nach30 Min. erkenn- 
| bar, nach 16" orange 
8 — |— | — | 0,06 | 0,1 ~ farblos nach 16» gelb 
20 — |0,3 | 80 | 0,06 [0,05] + violett |nach 1" erkennbar 


Quantitative Messungen: Bei den folgenden Versuchen wird die 
Hormonlésung mit einer 0,0001 molaren = 0,0005 normalen Kaliumpermanganat- 
lésung verglichen, die Schichthéhe der Vergleichslésung ist auf 1 mm Schicht- 
héhe der Hormonlésung bezogen. In ein Koordinatensystem sind auf die 
Abszisse die Anzahl y/ecm, auf die Ordinate die Schichthéhe der Vergleichs- 
lésung in Millimetern zu zeichnen. Verbindet man den Punkt 7,5 mm, 
1000 y mit dem Koordinatenursprung, so kann man aus dieser Geraden 
fiir eine unbekannte Hormonlésung — vorausgesetzt, daB die obigen Bedin- 
gungen eingehalten wurden — aus der Schichthéhe der Vergleichslésung 
sofort die urspriingliche Konzentration der eingesetzten Hormonlésung er- 
mitteln. Ablesung nach einer Stunde: 





Konzentration 

















rene _ Hormon— KMn0,| Gog Fehler 
itis ccm | Hormon/cem mm . 

A 12 0,3 | 300 1000 7,6 1010 + 1 
15 0,3 | 800 1000 7,5 1000 0 
21 0.3 | 800 1000 7,4 990 — 1 
13 0,3 | 150 500 3,9 520 + 4 
22 03 150 500 8,7 500 0 
23 03 60 200 1,8 240 +20 


Die Kurve ergibt fiir Werte unterhalb 300 y/eem zu hohe Resultate, 
vielleicht liegt es an einer Eigenabsorption der alkalischen Dinitrobenzol- 
lésung. Man miiBte in diesem Gebiet eine empirische Kurve zeichnen. 

2. Versuche mit Follikelhormon. Es werden alkoholische Lisungen 
des Hormons hergestellt, die 1000 y/ccm, 400 y/ecm und 200 y/cem enthalten. 





Qualitative Proben. 








‘Vers. |Alkoh.| Hormon | »-pi IK 20. 
\ ers. Alkoh. baat m Di KOH Re Farbe Bemerkungen 
Nr. l aktion 
nen = _— — _ & — = — ene > — SS 
Fi | — {0,05 50] 0,06 | 0,1] + | violett | die Lésung bleibt 
| zuerst farblos, dann 
entwickelt sich die 
Farbe langsam 
2 1005 | —| —] 0,06 |] O17] —- farblos 
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Qualitative Proben (Fortsetzung). 






































‘See, Hormon Di ‘ 
Vers.- | Alkoh. m-Di [KOH] Re _— Bemerkungen 
Nr. aktion : 
— — = and a ee a ao en a — oo 
3 aa 0,05 50 | 0,03 | 0,1 + violett | nach 90 Minuten 
| tiefrot-violett 
6 — 0,05) 10] 0,03 | 0,1 +? | violett- | schwach, der Unter- 
| briiunlich| schied gegen 7 ist 
nicht groB 
7 | 0,05 — | —] 0,03 | 0,1 — j|briiunlich 
13 — |0,05 20] 0,03 | 0,1 + violett | nach 30 Minuten 
Quantitative Messungen. 
Vers. |Alkoh.| Hormon | »-Di | KOH ae nee 
Nr asranealeners emerkungen 
“| ccm fecm, y | cem | cem =O ; ; 
oF de . Nach 16 Stunden wurden je 1 ecm 
. “o. “el ps pe ri | Alkobol zugesetzt und gemessen; 
. - i oF , | Schichthéhen 10:4 statt 10:5 
| 
Nach 8 Stunden wurde je 1 cem 
29 | 0,08 [0,04, 40] 0,05] 0,1 Alkohol zugesetzt und sofort im 
30 | 0,04 10,08; 80] 0,05 | 0,1 |4 Colorimeter gemessen: Konzen- 
31 — ]0,12'120] 0,05] 0,1 trationen 1:2:3 gemessene Schicht- 
| hédhen 10: 5,2 : 3,8 

















3. Versuche mit Luteosteron D. Es wird eine alkoholische Lisung 
des Hormons hergestellt, die 1000 y/eem enthiilt. 


Qualitative Proben. 





Alkoh. 











m-Di 




















‘Hormon- 
Nr Siaiatenginiese KOH Foil Farbe Bemerkungen 
_* | cem feem) y | cem jecemp ft 
Li | — |0,05! 50] 0,05] 01] + | violett- 
braun 
14 — |0,1 100] 0,05 | 0,1 + violett- | nach 50 Minuten 
braun 
15 01 | — —] 0,05] 0,1 - farblos 
Quantitative Messungen. 
Vers. |Alkoh.| Hormon | »-Di | KOH . 
Nr. sore Bemerkungen 
“* [| eem feem) y | ecm | cem | © 
L18 0,1 | 0,1 100] 0,1 0,2 | bréunlich-violett, wird nach 20 Stun- 
19 — | 0,2 |200] 0,1 0,2 | den rot. 1mm Schichthéhe der Hor- 
monlésung entsprechen 4 bzw. 
8,1 mm der Vergleichslésung 








Berechnete Konzentration 1:2, gefunden 1 : 2,03. 











Vergleichslésung 


aus 73,5 cem 0,0005 n-Kaliumpermanganatlésung, 7,7 ccm 0,4 °/,ige Kalium- 
bichromatlésung und 18,8 cem Wasser. 
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4. Versuche mit Pregnandion. Es werden alkoholische Liésungen 


hergestellt, die 1000 y/ecem und 500 y/eem enthalten. 


Qualitative Proben. 





mae, Pregnandion | »yy-Jj : 
Nr. l aktion 
— — eet ae —— es — : ——— ——— 
Pi | — | 005) 25 | 01 | 02] + | violett | — tritt sofort 
2 005; — | — 0,1 | 0.2} — |farblos| schwach auf 



































Quantitative Messungen. 











Vers, | Pregnandion |Konzentr.|Vergl.-Lsg. Bemerknngen 
St [com | 7 | _rleem_|__mm cael = 
Bezogen auf 1mm _ der 
P ; nen < pe <i Pregnandionfarblésg. Ber. 
om ‘ Konzentrationen 1:2: 1, 
a =. 7 gef. 0,95: 2: 0,85. 
Bezogen auf 1mm Schicht- 
~ 0,1 50 meet o> héhe. Ber. Konzentrationen 
2 | 01 100 | 1000 2,0 1:2, gef. 0,95 : 2 
: 2, gef. 0,95 : 2. 
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Vergleichslésung aus Kaliumpermanganat und Kaliumbichromat. Bei 
den Versuchen P 6, 7, 8 war versuchsweise eine andere Zusammensetzung 
genommen worden als die oben angegebene. 
nach einer Stunde briunlich-violett und geht nach 16 Stunden in Rot iiber. 
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Uber das Lipasespaltungsvermigen der Sdugerorgane 
im gesunden und tumorkranken Organismus. 
Von 
S. Edlbacher und M. Neber. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1935.) 


Bereits im Jahre 1929 hat Fujiwara’) auf Veranlassung 
von Edlbacher das Argininspaltungsvermégen des tumorkranken 
Organismus untersucht und dabei gefunden, daB der Arginase- 
gehalt der Niere und auch der Leber im Laufe der Entwicklung 
des Tumors absinkt. Diese Versuche wurden am Ehrlichschen 
Miusecarcinom ausgefiihrt. Es wurde also damals gezeigt, dab 
der Stoffwechsel des tumorkranken Tieres durch den Tumor be- 
einfluBt wird. In der Folge konnten Edlbacher und W. Kutscher?) 
sowie spiter Wien beck®) im Fischer- W aselschen Institut zeigen, 
daB die Dephosphorylierungsfahigkeit der Muskulatur gegeniiber 
Nucleinsiure im Tumortier verindert ist. Endlich konnten 
K. Waldschmidt-Leitz und Mc Donald‘) sowie F. Kéhler®‘) 
nachweisen, daB die enzymatische Tatigkeit in den Organen des 
Tumortieres in vielen Fallen eine verminderte ist. Edlbacher®) 
hat schon im Jahre 1931 darauf hingewiesen, daB sich die Organe 
des Tumortrigers chemisch verindert, also chemisch-allergisch 
verhalten. In Fortsetzung dieser Untersuchungen haben wir nun 
die Lipasen der verschiedenen Organe der Ratte im normalen 
und tumorkranken Organismus in ihrem Verhalten verfolgt. Wir 
verwandten als Untersuchungsobjekt das J ensensche Rattensarkom. 
Wie aus den weiter unten mitgeteilten Versuchen hervorgeht, 
ergibt sich auch bei diesem Untersuchungsobjekt, daB sich die 
Wirkung des Tumors auf den Stoffwechsel des gesamten 
Organismus dahin auswirkt, daB mit steigender Tumorentwick- 
lung die Lipasewerte der verschiedenen Organe immer 


mehr absinken. 


1) Diese Z. 185, 1 (1929). *) Diese Z. 199, 200 (1931). 
3) Diese Z. 219, 164 (1933). *) Diese Z. 219, 115 (19383). 
5) Diese Z. 223, 98 (1934). 6) Strahlentherapie 42, 929 (1931). 
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Uber den Lipasegehalt von Tumoren liegen bis jetzt nur 
spirliche Mitteilungen vor. B.Brahn’) vermift sogar die Lipasen 
in dem Tumor ganz. Wie spiter gezeigt werden wird, zeigt das 
Jensen-Sarkom eine relativ sehr schwache Lipasespaltung gemessen 
an der Verseifung des Tributyrins. Es wurden in diesem Zu- 
sammenhang auch Vergleiche zwischen dem intakten Tumorgewebe 
und seinen nekrotischen Teilen durchgefiihrt, die sich ja gerade 
beim Jensen-Sarkom sehr gut trennen lassen. ln Gegensatz zu dem 
charakteristischen Unterschied, die der eine von uns (Edlbacher) 
beziiglich der Arginasespaltung usw. fand’), zeigte sich, daB die 
Lipase von Sarkomgewebe und Nekrose die gleiche Wirkung hat. 
Untersucht man das Lipasespaltungsvermégen von Gehirn und 
Leber (Pankreas wurde von uns in dieser Untersuchungsreihe 
nicht in den Kreis der Betrachtungen gezogen), so ergibt sich, 
daB die Leber die starkste Spaltung zeigt, und zwar besteht 
zwischen der SpaltungsgréBe und der Spaltungszeit eine sehr 
gute Proportionalitit. Gehirn spaltete etwa 50 mal schwicher als 
liter, und zwar unterschieden sich graue und weiBe Substanz in 
ihrem Spaltvermégen nicht, oder nur ganz wenig. Sowohl fiir 
Leber- als Gehirnlipase ist Calciumchlorid kein Aktivator. 

Rona’) und Mitarbeiter beschaftigten sich in lingeren Unter- 
suchungsreihen mit der Hemmung der Lipase durch Chinin und 
Atoxyl und konnten dabei zwischen den verschiedenen Lipasen 
charakteristische Unterschiede finden. Unsere Versuche ergaben 
bei Leber- und Rattengehirnlipase viel weniger charakteristische 
Merkmale. Wiihrend z. B. die menschliche Leberlipase bereits durch 
Atoxyl in einer Konzentration von 0,0001 mg in 50 ccm deutliche 
Hemmung ergab, zeigte sich bei der Rattenleber erst Hemmung bei 
0,1—1,0mg Atoxyl, und selbst mit 100 mg Atoxy] sinkt die Spaltunge- 
gréBe erst auf */, ab. Abhnliche Verhiiltnisse gelten fir das Gehirn. 
Schon Rona hat ja betont, daB sich die verschiedene Hemmbarkeit 
der Lipasen durch die genannten Stoffe in kein System bringen lift. 
Auch wir vermégen fiir diese Tatsache keine Erklirung zu geben. 

Nach Versuchen von Edlbacher, Goldschmidt und 
Schlip pi‘) tiber die Proteasen und Phosphatasen des Gehirns 
ergibt sich, daB das Gehirn im Hinblick auf diese genannten 


1) Chem.-Ztg. $7, I, 1265 (1916) und Sitzungsber. preuB. Akad. Wiss. 
Berlin 1916, 478. 

2) Diese Z. 227, 99 (1934). 

5) Zahlreiche Avbelten in Biochem. Z. seit 1920. 

*) Diese Z. 227, 118 (1934). 
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Reaktionen, zu denen wir nun auch noch die Lipasereaktion 
zihlen miissen, eine eigentiimliche Reaktionstrigheit zeigt. Diese 
Reaktionstragheit gilt natiirlich nicht fiir den eminent hohen Kohlen- 
hydratstoffwechsel und ahnliche Vorginge, welche wahrscheinlich 
mit den energetischen Leistungen der Zelle in engster Beziehung 
stehen. Aber diejenigen Reaktionen wie gesteigerte Dephosphory- 
lierung und Argininspaltung, die fiir wachsende Gewebe 
charakteristisch sind, fehlen im Gehirn. 

Ks wird nun andererseits auch zu untersuchen sein, ob die 
Verminderung der enzymatischen Titigkeit der verschiedenen 
Organe des Tumortieres, welche sich besonders durch die Ver- 
minderung des Lipasespaltvermégens ausdriickt, eine Folge der 
durch den Tumor bedingten Herabsetzung der Oxydationen ist. 
Dies muB, wie gesagt, durch eingehende Untersuchungen erst er- 
mittelt werden. Auf jeden Fall aber spiegelt sich hier die Kachexie 
des Tumortieres in der Verminderung dieses Spaltungsvermégens 
wieder. Die verminderte Spaltfihigkeit des Tumororganismus 
kommt nicht etwa dadurch zustande, daB das Enzym in den 
Tumor hineinwandert und dort gespeichert wird, denn die im 
Tumor vorhandenen Lipasemengen sind gegeniiber denen der 
Leber minimal. Der Abfall der Lipasefihigkeit der Organe muB 
vielmehr mit groBer Wahrscheinlichkeit auf einer Umstellung des 
Enzymhaushalts im krebskranken Organismus beruhen. 

Es wire nun natiirlich daran zu denken, den verminderten 
Lipasegehalt des Tumors eventuell zu diagnostischen Zwecken 
heranzuziehen. Soweit unsere Versuche an den Ratten reichen, 
berechtigen sie, wie das aus den Tabellen hervorgeht, zu keinen 
Hoffnungen. Vollends werden beim Menschen die Verhiltnisse 
zwischen der GréBe des Carcinoms und dem Gesamtorganismus 
so ungiinstig liegen, daB wahrscheinlich nur bei einer fort- 
seschrittenen Tumorentwicklung sich eine Anderung im Lipase- 
splegel des Blutes bemerkbar machen wird. Wir werden aber 
diese Verhiltnisse noch genauer zu charakterisieren trachten. 


Versuchsteil. 


Von allen Methoden der Lipasebestimmung, die wir durchpriiften, 
erscheint uns die von Rona sogenannte manometrische Bestimmung’) als 
die exakteste. Sie hat auBerdem noch den Vorteil, mit minimalen Organ- 
mengen durchfiihrbar zu sein. Versuche, die durch das Enzym freigemachte 
Fettsiure durch Ausiithern und Titration zu bestimmen, erwiesen sich als 


1) Biochem. Z. 152, 504 (1924). 
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nicht exakt. Bei der Ronaschen Methode, die ja iiberall beschrieben ist. 
ist aber streng auf eine Tatsache zu achten: wie F. Leuthardt’) an unsern, 
Institut zeigen konnte, darf die manometrische Lipasebestimmungsmethode 
niemals am Organschnitt angewandt werden. Da die Lipase ganz allmih- 
lich aus dem Schnitt herausdiffundiert, kann man bei derartigen Versuchen 
jeden beliebigen Lipasewert erhalten. Man darf nur mit Organextrakt 
arbeiten. Als Substrat verwendeten wir Tributyrin, welches besonders 
sorgfiltig gereinigt werden muB8 (das Kahlbaumtributyrin wird zuniichst 
mit fein gepulvertem Bariumhydroxyd geschiittelt, abfiltriert und im Vakuum 
fraktioniert). Alle Bestimmungen wurden im Warburgapparat bei 38° in 
Bicarbonatpuffer ausgefiihrt. Die verwendeten Organe stammen von Ratten 
und Meerschweinchen. Wir geben die angestellten Versuche nur auszugs- 
weise wieder. 

Die stiirkste Tributyrinspaltung zeigt neben der Pankreaslipase die 
Leber. Schon 2 mg Leber (als Extrakt) gibt folgende Spaltung, wie 
Tab. I zeigt. 

Tabelle I. 


Je 2 cem Leberextrakt (2 mg Leber) + 0,2 cem Tributyrinemulsion 1 : 10 
Spaltung im Kubikmillimeter CO, nach verschiedenen Zeiten. 








P 4 Stdn. Stehen| 4 Stdn. Stehen] 4 Stdn. Stehen 
Spaltung Frischer bei Zimmer- | im Eisschrank | im Eisschrank 
nach Min. Extrakt temperatur ohne Toluol mit Toluol 
10 33 39 47 3 
20 77 78 89 77 
30 115 118 126 113 
40 154 155 160 142 
50 188 191 191 172 
60 226 217 218 197 
15 273 253 250 229 
90 296 283 273 259 














Kurzes Stehen des wiBrigen Extrakts schidigt also das Enzym prak- 
tisch nicht. Auch Toluol ist ohne wesentlichen EinfluB. Selbst nach 20 
und 65 Stunden Stehen im Eisschrank unter Tolucl geht die Spaltung nur 
auf die Halfte zuriick (Tab. II). Das wiBrige Lipasesystem ist also ziem- 
lich stabil. 

Tabelle I. 


Spaltung nach 20 und 65 Stunden Stehen im Eisschrank unter Toluol 
im Kubikmillimeter CO,. 

















Spaltung Frischer Extrakt 20 Std. | Extrakt 65 Std. 
nach Minuten Extrakt im Eisschrank im Ejisschrank 
10 23 18 18 
30 91 48 41 
60 181 89 70 
90 254 119 101 








1) Schweiz. med. Wschr. 64, 583 (1934). 
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Es besteht kein Unterschied, ob die Spaltungen in Sauerstoff oder 
Stickstoff durchgefiihrt werden. Anfinglich erhielten wir immer in Sauer- 
stoff und Stickstoff héhere Spaltungen als in Luft. Wir verwendeten fiir 
Sauerstoff und Stickstoff immer Gemische mit 5°/, CO,, fiir Luft gewéhn- 
liche Atmosphire. Gibt man zur letzteren ebenfalls CO,, so verschwinden 
die Unterschiede. Die geringere Spaltung ist also nur scheinbar und be- 
dingt durch die teilweise Abspaltung von CO, aus Bicarbonat wihrend 
der Konstantmachung der GefiiBe. Ist dagegen geniigend CO, im Gasraum 
vorhanden, dann besteht Gleichgewicht zwischen Gasphase und fliissiger 
Phase und man erhilt vergleichbare Werte wie nachstehende Zahlen ohne 
weiteres erliutern. 


Buttersiure + Bicarbonatpuffer in O, 
Luft CO,-frei: gefunden 64,5—67 emm CQ,. 


2 


Buttersiure + Bicarbonatpuffer in ¥ mit 5°/, CO,: gefunden 85 emm CO). 


Aus Titrationsergebnis berechnet: 86 cmm CQ,. 


Tabelle IIL 
Rattenleberextrakt (2 cem: 2 mg Leber). 

















Spaltung Spaltung in O, Spaltung in Spaltung in N, 
nach Minuten mit 5°/, CO, atmosphiir. Luft mit 5°/, CO, 
10 26 21 31 
30 83 70 95 
60 151 126 175 
90 211 165 240 











Tabelle IV. 
Rattenleberextrakt (2 cem: 2 mg Leber), lingere Zeit gestanden. 














Spaltung Spaltung in O, Spaltung in Spaltung in N, 
nach Minuten CO,-frei atmosphir. Luft CO,-frei 
10 7 7 4 
30 20 28 21 
60 33 52 34 
90 42 72 48 











In Tab. III sind die Spaltungen in Luft geringer als in O, und N,, da 
die beiden letzteren Gase 5°/, Kohlensiure enthalten. In Tab. IV hingegen 
sind die Spaltungen in O, und N, geringer als in Luft, da O, und N, voll- 
kommen CO,-frei sind. Wir fiihren diese Versuche deshalb an, um zu 
zeigen, wie empfindlich das System auf alle méglichen Faktoren reagiert, 
und wie vorsichtig man bei der Beurteilung der Versuche sein muB. 


Die gegeniiber Leber etwa 50mal schwichere Spaltung des Gehirns 
zeigt Tab. V. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXIII. 18 
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Tabelle V. 

Abhingigkeit der SpaltungsgréBe von der Organmenge und Zeit. 
2cem Gehirnextrakt (25, 50, 100 bzw. 200 mg Gehirn), 

Gehirn derselben Ratte. 




















Spaltung 25 mg 50 mg 100 mg 200 mg 
nach Minuten Gehirn Gehirn Gehirn Gehirn 

5 4 5 13 37 

10 11 17 37 92 

15 16 29 61 144 

20 17 36 79 191 

25 35 51 103 243 

30 30 57 122 286 

40 35 76 160 374 

50 43 95 199 459 

60 48 112 235 534 

78 63 143 298 660 

90 67 160 337 728 














2 mg Leber entsprechen ungefihr 100 mg Gehirn. 

Durch 5 Minuten Stehen im siedenden Wasserbad erfolgt Zerstérung 
der Gehirnlipase. Graue und wei8e Substanz zeigen keine oder nur wenig 
verschiedene Spaltung (vgl. Tab. VD. 


Tabelle VL. 
Gehirn vom Kalb, je 2 cem Extrakt (100 mg Organ), 
graue und weife Substanz. 























Spaltung sid. Tier - 2 Tier 
nach Minuten | graue Subst. | weibe Subst. | graue Subst. | weiBe Subst. 
10 2 | 1 3 | 5 
30 21 13 11 | 14 
60 46 36 22 | 23 
90 68 50 30 34 








Es besteht kein Unterschied, ob die Spaltungen in Sauerstoff, Luft 
oder Stickstoff untersucht werden (Tab. VII). 


Tabelle VII. 


2 ccm Extrakt (je 100 mg Rattengehirn) Spaltungen in O,, 
Luft und N, mit 5°/, CO,. 














Spaltung Spaltung in O, Spaltung in Luft | Spaltung in N, 
nach Minuten mit 5°/, CO, mit 5°/, CO, mit 5°/, CO, 
10 31 29 34 
20 70 63 71 
30 98 94 100 
40 133 125 129 
60 161 154 158 
75 193 186 188 
90 282 275 267 
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Calciumehlorid ist ohne EinfluB auf die SpaltungsgréBe beim Gehirn. 
Ebensowenig wie bei der Leberlipase ist also auch bei der Gehirnlipase 
Calciumchlorid ein Aktivator (Tab. VIII). 


Tabelle VIL 








Spaltun 0,02 °/, CaCl, 97 a, 
ae Minuten ‘Bin Putten 0,12°%/9 CaCl, 0,22°/) CaCl, 
5 12 14 11 
12 37 30 34 
20 58 58 60 
45 127 131 126 
62 172 179 173 
75 205 218 207 
90 239 256 243 











Pankreaslipase verhilt sich ganz anders. Hier spielen Selbstaktivie- 
rungen im Bicarbonatpuffer eine groBe Rolle. Die von Rona gefundenen 
spezifischen Hemmungen durch Chinin und Atoxyl bei menschlicher Leber-, 
Pankreas- und Serumlipase zeigt in groBen Umrissen kurz folgende Zu- 
sammenstellung : 























Hemmung Milligramm Chinin Milligramm Atoxyl 
durch: pro 50 ccm Extrakt pro 50 cem Extrakt 
Serumlipase | 0,01 mg: deutliche Hemmung | 0,01 mg: deutliche Hemmung 
Leberlipase unwirksam 0,0001 mg: deutliche Hemmung 
Pankreaslipase starke Hemmung unempfindlich 


Rattenleber- und Rattengehirn-Lipase reagieren gegeniiber diesen beiden 
Stoffen in viel weniger charakteristischer Weise (Tab. IX, X und XI). 


Tabelle IX. 


EinfluB von Atoxyl und Chinin in verschiedenen Konzentrationen auf 

Rattenleberextrakt. Konzentration an Atoxyl und Chinin in Milligramm pro 

50 eem Extrakt. Leberextrakt + Chinin bzw. Atoxyl. Eine Stunde bei 

Zimmertemperatur gestanden, dann Untersuchung der SpaltungsgréBbe. Je 
2cem Extrakt (2 mg Leber). 














Spaltun ele: Leber + 0,01 m Leber + 10 mg 
neuk Minuten Lower alisin Atoxyl pro 50 oem Chinin pro 50 cem 
5 2 Dd 2 
10 17 14 17 
20 28 33 31 
30 44 48 48 
40 56 63 64 
50 73 73 80 
60 85 84 94 
75 102 105 113 
90 111 112 114 











Beide Konzentrationen haben also keinen Einflu8 auf Ratte nleberextrakt. 
19°* 
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Tabelle X. 


Einflu8 von Atoxyl auf Rattenleberextrakt in verschiedenen Konzentrationen. 
Versuch angestellt wie unter Tab. IX. 























Spaltung Leber Atoxyl Atoxyl Atoxyl Atoxyl 
nach Min. allein 0,1 mg 1 mg 10 mg 100 mg 

5 30 28 19 14 5 

10 60 57 44 35 20 

20 118 109 87 70 44 

30 156 144 120 96 58 

40 198 178 148 123 70 

50 240 225 188 156 91 

60 264 250 210 180 98 

75 322 295 258 215 118 

90 388 849 300 273 146 

















Von einer Konzentration yon 0,1 mg Atoxyl ab, ist also Hemmung 
zu beobachten. Mit 100 mg Atoxyl sinkt die Spaltung erst auf ?/, herab. 


Tabelle XI. 
EinfluB yon Chinin und Atoxyl auf Gehirnextrakt von Meerschweinchen. 
Konzentration Chinin und Atoxyl in mg pro 50cem. Je 2cem Extrakt 
(100 mg Gehirn). Versuch angestellt wie unter Tab. IX. 














Spaltung Gehirn Atoxyl Atoxyl Chinin Chinin 

nach Min. allein 1 mg 100 mg 10 mg 100 mg 
10 10 11 6 13 21 
20 23 21 11 26 30 
30 43 40 26 40 45 
40 52 49 26 53 50 
50 61 55 29 64 54 
60 80 72 41 76 66 
75 94 82 47 90 70 
90 108 95 58 103 77 

















Tab. XI zeigt die unspezifische Hemmung von Gehirnlipase durch 
Atoxyl; mit der 100fachen Menge Atoxy] sinkt die Spaltung erst auf etwa 
die Halfte herab. An der Léslichkeitsgrenze fiir Chinin scheint auch dieses 
schwach hemmende Wirkung zu besitzen. Auch Rona sprickt von groBen 
Unterschieden der Hemmungen durch Chinin und Atoxyl bei verschiedenen 
Tieren. 

Spaltungen mit anderen Substraten. Olivenél wird weder von 
Leber, Gehirn, Tumor noch Nekrose gespalten. Athylbutyrat, Athylacetat 
wird wohl in geringem Mabe von Blut und Leber gespalten, eignet sich 
aber nicht fiir diese Methode, da infolge des Dampfdruckes dieser Sub- 
stanzen Druckkonstanz im Thermostaten nicht zu erreichen ist. 

Lipase des Tumors und der Nekrose. Auch der Tumor enthiilt 
Lipase. Die Spaltungen bewegen sich in der GréBenordnung des Gehirns. 
Nekrotisches Gewebe spaltet gleich stark wie der Tumor (Tab. XII und XII). 











_ saa Ue ~ — 
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Tabelle XII. 


Spaltung von Tumor und Nekrose des Jensensarkoms. 
100 mg Organ. 
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Je 2 ccm Extrakt 























Spaltung 1. Tier _ 2. Tier 
nach Minuten Tumor | Nekrose Tumor Nekrose 
10 12 12 9 6 
20 37 34 25 24 
30 55 56 40 40 
40 74 | 76 50 53 
50 98 99 67 67 
60 114 | 119 80 83 
75 150 157 100 112 
90 171 183 117 130 








Interessant ist 


Lipasespaltung im tumorkranken Organismus. 
nun, daB das Lipasespaltvermégen von Leber und Gehirn im tumorkranken 
Organismus gegeniiber dem normaler Tiere wesentlich geringer ist. Auch 
das Blut der Tumorratte zeigt geringere Spaltung. Um individuelle Ver- 
schiedenheiten auszuschalten, muBte eine gréBere Anzahl von Tieren unter- 
sucht werden. Wir beschrinken uns auf die Wiedergabe der Spaltungs- 
gréBe nach 90 Minuten (Tab. XIII). 


Tabelle XIII. 


Vergleich des Spaltvermégens von Leber, Gehirn und Blut gesunder und 
tumorkranker Ratten. Jensen-Rattensarkom. Je 2 cem Extrakt (2 mg Leber 
bzw. 100mg Gehirn). Blut 20- und 40fach verdiinnt. Spaltungen nach 

90 Minuten in Kubikmillimetern CO,. 












































Leber Gehirn Blut 
normale Ratten Tumorratten 
normal.|Tumor-|normal./Tumor-| 20fach | 40fach | 20fach | 40 fach 
Ratten | ratten | Ratte | ratte verdiinnt | verdiinnt 

300 20 190 | 170 250 | 140 | 240 | 110 
240 130 335 50 855 | 215 | 195 | 1385 
160 100 435 25 300 | 175 | 180 | 110 
80 70 260 85 315 | 185 | 95? | 115 
120 130 280 30 265 | 155 | 140 | 55 
390 35 240 5D 140 | 95 | 155 85 
270 20 135 130 105 60 | 80 
220 40 170 175 95 | 85 

320 30 100 270 165 | 

135 50 90 265 | 155 | 

150 155 | 120 | 

140 95 | 40 | | 

80 145 | | 

45 | 125 | | 

90 | 195 | | 

120 | | | 

| 85 | | 
Mittel: | 210 | 76 | 267 | 95 | o44 | 144 | 182 | 98 
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Wenn sich auch die Spaltungen von Organen gesunder und tumor- 
kranker Ratten gelegentlich iiberschneiden, so liegen sie doch fiir die 
normale Rattenleber meist stark iiber 100, wiihrend sie fiir die Tumor 
rattenleber meist um und unter 100 liegen. Deutlicher wird der Unter- 
schied, wenn man das Mittel dieser Zahlen betrachtet. Es ergibt sich dann 
im Durechschnitt ein Absinken der Spaltung in der Tumorrattenleber um 
volle ?/,, Auch fiir das Gehirn ergibt sich im Durchschnitt ein Absinken 
der Spaltung bei der Tumorratte um volle */, gegeniiber dem Gehirn nor- 
maler Ratten. Im Blut sind die Unterschiede weniger groB. Charakte- 


ristisch ist, dab gerade bei der Leber mit dem griBten Spaltvermégen fiir 


Tributyrin bei der Tumorratte die gréBte Menge Lipase ,,verschwindet“. 


Tab. XIV zeigt Spaltung von Blut, Leber, Gehirn und Tumor einiger 
Tiere, eingetragen sind die zugehérigen Gewichte des Tumors und des 
Alters des Tumors. 


Tabelle XIV. 


SpaltungsgréBe bei verschiedenen Tumorratten von Blut, Leber, Gehirn 
und Tumor, im Vergleich zum Gewicht und Alter des Tumors. 














silt Eakeo = Gewicht | Gewicht | Alter 
20fach | 40fach | o d. Ratte {d. Tumors|d. Tumors 
- | ” 2mg 100 mg | 100 mg , . : 

verdiinnt | verdiinnt mg in § in Tagen 

| 110 50 170 145 227 1,5 14 

240 135 155 100 100 227 7 9 

110 95 90 105 174 13 13 

195 115 80 120 135 247 16 18 

180 55 45 40 5D 197 26,5 17 

165 85 90 145 50 200 28 23 

140 80 120 125 105 250 52 22 

155 85 85 195 155 280 80 27 























Trotz der in obiger Tabelle gezeigten Abweichungen zeigt 
sich ein deutlicher Gang mit dem Alter und mit der Wachstums- 
geschwindigkeit des Tumors. Es iiberlagern sich hier aber ver- 
mutlich noch verschiedene andere Effekte. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden einige methodische Anhaltspunkte zur mano- 
metrischen Bestimmung der Lipasen (Methode nach Rona) ge- 
geben. 

2. Das Lipasespaltvermégen von Gehirnextrakt ist etwa 50 mal 
geringer als das der Leber. Gehirnlipase ist kein Charakteristikum 
des Gehirnstoffwechsels. 
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3. Die Lipasespaltungen in den untersuchten Organen sind 
in Sauerstoft, Luft und Stickstoff gleich. 

4, Hemmung durch Atoxyl und Chinin ist bei Rattenleber 
und -gehirn im Vergleich zu menschlichen Organen héchst un- 
charakteristisch. 

5. Tumor und Nekrose zeigen Lipasespaltvermégen von der 
GréBenordnung des Gehirns. 

6. Das Lipasespaltvermégen von Organen tumorkranker Tiere 
(untersucht wurde Leber, Gehirn und Blut) ist im Gegensatz zu 
Normaltieren stark vermindert. Damit ist ein deutliches chemi- 
sches Unterscheidungsmerkmal zwischen Organen gesunder und 
tumorkranker Tiere aufgezeigt. 


Zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen standen uns teilweise Mittel 
der Rockefeller-Foundation und teilweise eine Unterstiitzung der 
Schweiz. Vereinigung fiir Krebsbekimpfung zur Verfiigung. Beiden 
Institutionen sagen wir fiir ihre Hilfe allerbesten Dank. 
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Uber den Mechanismus der Diacetylreaktion. 


Bemerkung zur Arbeit von K. Lang, Diese Z. 208, 273 (1932), 


Von 


Hellmut Miiller. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1935.) 


Die Diacetylreaktion von Harden und Norris?) wurde neuer- 
dings von K. Lang zur Bestimmung der physiologisch wichtigen 
Guanidinabkémmlinge herangezogen. Versuche, den Mechanismus 
dieser Reaktion aufzukliren, hatten zu Kondensationen mit Acety]l- 
benzoyl gefiihrt. Auf Grund der Umsetzung dieses Diketons mit 
Guanidinabkémmlingen hat Lang eine Mikromethode zur Bestim- 
mung des Kreatins in Muskelextrakten und eine zur Bestimmung 
des Arginins in EiweiBstoffen ausgearbeitet’). 

Es soll hier nicht die Frage entschieden werden, ob die fast 
zur gleichen Zeit von G. Klein und K. Taubéck’®) veréffentlichte 
Bestimmung von Arginin, die sich der Sakaguchi-Farbreaktion 
bedient, empfindlicher und noch besser ist, was von G. Jean‘) 
angegeben wird; auch iiber den Wert der colorimetrischen Be- 
stimmung von Kreatin mit Acetylbenzoyl kann ich nichts aus- 
sagen, da ich sie im einzelnen nicht nachgepriift habe. Dagegen 
habe ich die Versuche wiederholt, die Lang zur Aufklarung des 
Mechanismus der Diacetylreaktion angestellt und analytisch belegt 
hat. Seine Ergebnisse kann ich nicht bestitigen. Lang schreibt 
der gefiirbten Verbindung aus Acetylbenzoyl (2 Mol) und Kreatin 
(3 Mol) folgende Konstitution zu: 

H,C,-(Kr.)C-(Kr.)C-HC : (O,H,)C- C(Kr.)CH, 
Kr. = : NC(NH)N(CH,)CH,COOH. 
Diese Struktur wird aus der Beobachtung von Pechmann®) ab- 
geleitet, daB Diacetyl in alkalischer Lésung unter Wasserabspal- 
tung in Dimethylchinon iibergeht, wobei Dimethylchinogen als 
Zwischenstufe angenommen, aber nicht dargestellt wurde. Nach 
Lang gelingt die Darstellung des Chinogenabkémmlings aus 
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Acetylbenzoyl und Kreatin in alkalischer Liésung mit leichter 
Mithe und lieferte ihm fiir C,,H,,0,N, stimmende Analysenzahlen: 
Ber. C 58,31 H5,71 WN 20,42 
Gef. ,, 58,31 99 0,49 5, 20,75, 20,51. 

Arbeitete ich genau nach der Vorschrift von Lang, so erhielt 
ich stets ein gefarbtes Rohprodukt, aus dem ein Teil durch mehr- 
faches Umkrystallisieren aus Nitrobenzol krystallin gewonnen wurde. 
In jedem Fall wichen aber die Analysenwerte erheblich von der 
Formel C,,H,,0,N, nach Lang ab. Auch waren die Ausbeuten 
meist sehr gering. Die schon von Lang beobachtete Unbestin- 
digkeit der gefirbten Verbindung gegen Luftsauerstoff, die bei 
Raumtemperatur merklich, bei 100° C wesentlich ist, veranlaBte 
mich, auch Kondensationen bei niedrigeren Temperaturen und 
weniger stark alkalischer Reaktion auszufiihren. Aber auch 
diese Abinderungen lieferten keine definierten Verbindungen. 
Die Rohprodukte waren amorphe Gemische, aus denen durch 
fraktionierte Umkrystallisation aus verschiedenen organischen 
Lésungsmitteln krystalline Teile erhalten wurden, die aber keine 
einheitliche Zusammensetzung zeigten und offenbar ebenfalls 
Gemische darstellten. 

Auch Versuche, Guanidin, as. disubstituierte Guanidine, 
Guanidoessigsiure oder ¢-Guanidocapronsiure mit Acetylbenzoyl 
zu kondensieren, hatten keine einheitlichen Ergebnisse, ob- 
gleich gefirbte Verbindungen erhalten wurden. Ich fand nicht 
einmal Anhaltspunkte dafiir, daB sich in den Rohgemischen Chi- 
nogenabkémmlinge vom Typus der von Lang angenommenen Ver- 
bindung (Vereinigung von Diketon und Guanidin im Verhiltnis 2:3) 
befanden. Die Analysenzahlen einer Verbindung, die ich aus 
as-Methylphenylguanidin erhielt, deuteten eher auf das Verhilt- 
nis 1:1. Kine Kondensation des Diketons mit Harnstoff in alka- 
lischer sowie in saurer Liésung lieferte eine farblose, krystalline 
Verbindung von der Zusammensetzung C,,H,,0,N,, die vielleicht 
nach Biltz®) als Doppelglyoxalon aufzufassen ist. 

Nach meinen sehr umfangreichen Erfahrungen sté8t man 
bei Kondensationen mit Acetylbenzoyl in alkalischer Lésung aut 
die gleichen Schwierigkeiten, die im Schrifttum fiir das Diacetyl 
beschrieben sind. 

Auf Bitten von Prof. Thomas hat Herr Dr. Lang erneut in 
Kiel Kondensationsprodukte dargestellt und mir vier Priaparate 
geschickt, von denen drei nach der Originalvorschrift dargestellt 
waren. Diese Priiparate wurden im hiesigen Laboratorium analysiert. 
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Thre Analysenzahlen waren weder untereinander gleich noch 
stimmten sie mit der friiheren Angabe Langs iiberein; dagegen 
lagen die Werte den von mir erhaltenen sehr nahe (vgl. Ver- 
suchsteil). Es gliickte also Herrn Lang nach seiner eigenen Vor- 
schrift nicht mehr, die Verbindung C,,H,.O,N, wieder herzustellen. 
Ich mu’ daher nach meinen paliipaohen Versuchen die von Lang 
gegebene Deutung der Diacetylreaktion unter den von ihm vor- 
geschriebenen Bedingungen als unbelegbar ablehnen. 


Versuchsteil. 


1. Bei der Wiedergabe meiner Nacharbeit der Originalvorschrift vou 
Lang und ihrer Abinderungen beschrinkte ich mich darauf, die Ergebnisse 
einer Auswahl meiner Versuche in einer Tabelle (vg. S.279) zusammenzustellen. 


2. Kondensation von Acetylbenzoyl mit «, «-Methylphenylguani. 
din. Aus meinen Versuchen, die im Textteil aufgefiihrten Guanidin 
abkémmlinge mit Acetylbenzoyl zu kondensieren, soll nur die Konden- 
sation mit as.-Methylphenylguanidin beschrieben werden. Die Analysen 
werte des Kondensationsproduktes deuteten auf eine Vereinigung der Kom- 
ponenten im Verhiltnis 1:1, wihrend Lang fiir die Diacetylreaktion das 
Verhiltnis 2:3 fiir bewiesen halt. Weder das basische Kondensations- 
produkt noch seine Salze krystallisierten. Das Chlorhydrat lieferte eine 
stimmende Analyse, die eine definierte Verbindung wahrscheinlich macht, 
obwohl bei wiederholter Darstellung des stark hygroskopischen Stoffes 
nicht immer ganz genau stimmende Analysenzahlen gefunden wurden. Das 
as-Methylphenylguanidin-chlorhydrat wurde in Anlehnung an ein ameri. 
kanisches Patent’) hergestellt: 10g Methylanilinchlorhydrat wurden mit 
5,9 g Cyanamid in Essigester unter RiickfluB 6 Stunden erhitzt. Nachdem 
villige Lésung eingetreten war, fiel ein Ol aus, das bald krystallin erstarrte 
12,7 g (98 °/, a. Th.). Zur Reinigung wurde in Alkohol gelést und mit 
Petrolither gefillt. Schmelzp. 217—218° (unkorr.) 


4,493 mg Subst.: 0,904 ccm N, (24°, 752 mm). 
Fiir C,H,,N,Cl (185,58) Ber. N 22,65 Gef. N 22,89. 


1,48 g ('/;99 Mol) Acetylbenzoyl wurden mit 1,85 ('/,9) Mol)) as.-Methy!- 
phenylguanidinchlorhydrat in 10 cem n/1-Natronlauge und 30cem Aceton 
8 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Die blauviolette Lésung wurde im 
Vakuum zu einem Sirup eingedampft. Der Riickstand wurde in 1n-Salz- 
siiure gelost und mit Ather ausgeschiittelt. Dieser Atherauszug enthielt 
nur geringe Mengen Nebenprodukte, unter denen Benzoesiure und einige 
Milligramme einer Verbindung C,,H,.0,N,, Schmelzp, 196—197° (Acetyl- 
benzoylharnstoff?) gefunden wurden. (Letztere wurde auch aus einem 
Kreatinansatz an gleicher Stelle mit einer Ausbeute von einigen Dezigramm 
erhalten). Dann wurde das blauviolette Kondensationsprodukt aus der 
alkalischen Lésung ausgeithert und der Auszug mit Natriumsulfat ge- 
trocknet. Durch Einleiten von gasférmiger Chlorwasserstoffsiure wurde das 
Chlorhydrat als braunes Ol gefillt und iiber P,O; bei 110° zu einem 
amorphen Pulver fiir die Analyse getrocknet. 


Kondensation yon Acetylbenzoyl mit Kreatin 


Kryst. Produkt 

















Reinigung durch 


v. anorg. Riickst.) 


Rohprodukte 
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4,740 mg Subst.: 11,210 mg CO,, 2,520 mg H,O. — 5,170 mg Subst.: 
0,586 cem N, (22°, 758 mm). — 15,110 mg Subst.: 6,990 mg AgCl. 
C,,H,,ON,-HCl (315,62) Ber. C 6463 H 5,75 N 18,32 Cl 11,24 

Gef. ,, 64,49 ,,5,95 4, 18,10  ,, 11,45. 


3. Kondensation von Acetylbenzoyl mit Harnstoff. a) In alka- 


lischer Lésung: 1,48 g (1/;99 Mol) Acetylbenzoyl und 1,2 g (*/;9 Mol) Harnstoti 


wurden in 25 ccm Wasser unter Zugabe von 1 ccm n/1 Natronlauge 5 Stunden 
geschiittelt. Nach 12stiindigem Stehen wurde mit 2 ccm n/1 Salzsiure das 
Doppelglyoxalon ausgefillt: 0,7 g (30°/, d. Th. ber. auf Acetylbenzoyl), nadel- 
formige Krystalle. Wie die meisten bekannten Diureine ist der Stoff schwer 
léslich, hochschmelzend und wenig reaktionsfihig. Mit konzentrierter 
Schwefelsiure tritt beim Erhitzen Rotfirbung auf. Zur Analyse wurde 
zweimal aus heiSem Eisessig (60—70°) umkrystallisiert. 


4,714 mg Subst.: 9,840 mg CO,, 2,170 mg H,O. — 5,150 mg Subst.: 
1,088 cem N, (27°, 754 mm). 
C,,H,.0,N, (248,15) Ber. C5687 H521 N 24,13 
Gef. ,, 57,95 4, 5,15  ,, 28,85 


b) In saurer Lésung: 1,48 g ('/19) Mol) Diketon wurde mit 0,6 g 
(1/199 Mol) Harnstoff in 50 cem Wasser unter Zusatz von 2—3 Tropfen kon- 
zentrierter HCl und Glasperlen 5 Stunden geschiittelt. Nach 12stiindigem 
Stehen wurde abgesaugt und mit Alkohol sorgfiiltig das noch anhaftende 
Diketon weggewaschen. 0,8 g (69°/, d. Th. ber. auf Harnstoff). Die aus 
Eisessig umkrystallisierte Substanz erwies sich mit dem oben erhaltenen 
Doppelglyoxalon als identisch. Im Gegensatz dazu konnte bei Ansitzen, 
in denen Diketon in Alkohol gelést war, kein einheitlicher Stoff erhalten 
werden. 
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Uber krystallinisches mannliches Hormon 
aus Hoden (Testosteron), wirksamer als aus Harn 
oder aus Cholesterin bereitetes Androsteron. 


Von 
K. David, E. Dingemanse, J. Freud und Ernst Laqueur. 





(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat Amsterdam.) 


Beim ,,Sex Research“ Kongre8 1930 in London wurde ein Resultat 
des damaligen Mitarbeiters unseres Laboratoriums, Kober‘), mitgeteilt, 
wonach die Darstellung eines ,,anscheinend“ krystallinischen Stoffes aus 
Tierhoden gelungen sei, dessen Wirkungsgrad etwa 8 y je Einheit ent- 
sprach, wenn er an Kapaunen geeicht wurde. Im selben Jahr berichteten 
Frattini und Maino’) von Krystallen aus Testis, deren Wirkungsgrad 
jedoch mehrere Hundert y je Kapauneneinheit’ betrug. 1931 berichtete 
Butenandt*) von der Darstellung von Krystallen, aus Harn gewonnen, 
deren Wirkungsgrad weniger als 1 y je Kapauneneinheit betragen haben 
soll. Diese Mitteilung war — leider — fiir uns die Veranlassung, um unsere 
Arbeiten zur Reindarstellung des minnlichen Sexualhormons einstweilen 
aufzugeben. Die erste Angabe von Butenandt scheint aber irrtiimlich 
gewesen zu sein, worauf er 3 Jahre spiter, 1934‘) kurz hinweist, und 
nunmehr als Wirkungsgrad seiner aus Harn gewonnenen Krystalle 150 bis 
200 je Kapauneneinheit angibt. Diese Angabe ist in guter Ubereinstim- 
mung mit der von Ruzicka’) hinsichtlich seines kiirzlich hergestellten 
Androsterons und auch unserer eigenen Befunde mit reinen Krystallen aus 
dem Harn.) Die Identitit der beiden wirksamen Stoffe ist nunmehr sicher- - 
gestellt. 1931 haben wir’) auf Grund des unterschiedlichen Verhiiltnisses 
der Wirksamkeit gereinigter und nicht gereinigter Harnextrakte bei 
Kapaunen und bei kastrierten Ratten die Frage aufgeworfen, ob es nicht 
mehrere minnliche Hormone gibt. 1934 haben wir mitgeteilt*), daB zwischen 
der Wirkung von Harn- und Hodenextrakten bei infantilen kastrierten 
Ratten, wie auch bei hypophysektomierten Ratten®) ein Unterschied besteht 
in der relativen Beeinflussung des Wachstums von Samenblasen und Prostatae 
(vgl. Tabelle). Auf bestimmte chemische Differenzen haben Gallagher und 
Koch") hingewiesen, wihrend japanische Autoren"), *) dihnliche biologische 
Unterschiede wie wir fanden. Vor 5 Jahren haben wir in ,,Nature“ eine kurze 
Mitteilung veréffentlicht '’), worin die Unterschiede der relativen Wirksamkeit 
auf die Samenblasen durch chronische Behandlung kastrierter Ratten mit 
Extrakten beiderlei Herkunft auBerordentlich deutlich gezeigt werden konnten. 

Es ist nun gelungen, das Problem weiter zu kliren, einmal durch Dar- 
stellung von sehr wirksamen Krystallen aus Testisextrakten (David) und 
ferner durch Klirung der Bedingungen ihrer Wirkung bei der Ratte. Fiir 
diese Krystalle schlagen wir den Namen Testosteron vor. Sie haben 
an Kapaunen geeicht den Wirkungsgrad von etwa 10 y, und besitzen 
eine einheitliche krystallographische Struktur, sowie konstante physikalische 
Eigenschaften. Die Arbeiten iiber Molekulargewichtsbestimmung, Elementar- 
analyse, sowie auch zur Aufklirung der Strukturformel dieser Substanz sind 
noch nicht geniigend oft wiederholt, um als endgiiltig mitgeteilt zu werden. 
Bei der infantilen kastrierten Ratte hat die gleiche Zahl von Kapaunenein- 
heiten von diesen Krystallen eine schwichere Wirkung als solche vom un- 
gereinigten Testisextrakt;/wird mit diesen Krystallen gleichzeitig (auch an 
anderer KoOrperstelle) ein an sich véllig unwirksamer Extrakt aus Testis 
oder aus einigen anderen Ausgangssubstanzen, darunter Harn, eingespritzt, 
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so erreicht das relative Samenblasenwachstum denselben Grad, wie mit ali- 
quoten Mengen Rohextrakt aus Testis. Somit besteht also eine zweite Sub- 
stanz, die bei Testosteron als Aktivator auftritt. Mit der Reindarstellung 
dieser Substanz (oder Gruppe von Stoffen) sind wir beschiiftigt. In ge- 
wissem Sinne wirkt diese auch verstiirkend auf das Dihydroandrosteron. Da- 
gegen versagt das Androsteron bei derselben Kombination praktisch vdllig: 
dies ist ein weiterer Beitrag zur Verschiedenheit von Androsteron und 
Testosteron. Auch an hypophysenlosen Ratten ist ein Unterschied festzustellen. 

Testosteron ist sicher weder mit dem von den italienischen Autoren 
noch mit dem kiirzlich durch die Japaner Ogata und Hirano (a. a. O.) 
beschriebenen Stoff identisch. 

Die bisher sichergestellten Unterschiede zwischen Androsteron und 
Testosteron sind in der hier folgenden Tabelle zusammengefaBt. 












































os ee e a i Androsteron _ | _____ Testosteron 
Krystalle aus verd. |) i. | kurze dicke, prisma- 
Aceton Plattchen tische Nadeln 
Schmelzpunkt*) 0 . ae 
(korrigiert) 181—183 154—154,5 
Spez. Drehung**) 
in abs. Alkohol “oe saat 
Kapauneneinheit ***) 
__ untersucht bei ns +107 
er Ratten | Gesamt- | Mittleres Gesamt- | |Mittleres 
‘ae ica ens, dosis Tiere | Gewicht dosis | Tiere | Gewicht 
’ ; | i . és 
getotet am 5. Tag may | im még my | am 
Samenblasen. . . . 280 | 25 | 7 60 | 10 10 
" ees | 280 | 5 | — — — 
oo 280 | 25 | 22 60 10 16 
Se ee ee 2800 | 5 | 3b _ at ome 
Samenblasen mit 210 | 5 | wb 60 10 24 
»X-Stoff aus Testis 2800 | 5 | 14 
Prostata mit 210 5 32 60 10 27 
»x-Stoff“ aus Testis 2800 5 | 2 








*) Schmelzpunktsbestimmungen mittels Kofflerschen Mikroapparats. 
**) Drehung mittels Mikromethode mit + 3 mg Stoff bei Natriumlicht. 
***) Mindestens 60 Kapaunen. 
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Fig. 2. EKisenchloridverbindung Fig. 3. Eisenchloridverbindung 
des Stereobilins. des Urobilins. 
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lig. :. kister der Kisenchlorid- Fig. G. Bromhvadrat des Sterceobilins 
verbindung des Stercobilins. 
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Fig. 10.) Chlorhydrat Fig. 13. Krvstalle 
des K-Urobilins. des freien Stercobilins. 
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Fig. lla. Stereobilinchlorhydrat Fig. lib. Stereobilinchlorhydrat 
nach Methode Heilmever-Wrebs., nach Methode Watson, 
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Fig. Ia. EKisenchloridverbindung Fig. 2b. Kisenchloridverbindung 
des Stereobilins nach Watson, d. Stercobilins n. Heilmever- hKrebs, 
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Zu ,,C. J. Watson, Uber krystallisiertes Stercobilin bzw. Urobilin“. 8. 39. 
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